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(57) Abstract 

The process of the invention facilitates the selective extraction of 
one or a few molecularly dispersed or cellular components of a system, 
like molecules, molecule complexes, vesicles, micells, cells, possibly 
with a relevant volume element V of size lO-^ 1 > 10-18 1, from a larger 
sample volume. The required component is selectively transferred to 
another environment by setting the place and time of the extraction by 
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(57) Zusammenfassung 

Das erfindungsgemafle Verfahren erlaubt cine gezielte Entnahme 
von einem oder wenigen molekulardispersen Oder zellularen 
Bestandteilen eines Systems wie Molekule. Molekiilkomplexe, 
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenfalls mit einem dazugehOrigen 
Volumenelement V der Gr6Be 10-^ 1 > V > 10"*^ 1 aus einem gr56eren 
Probevolumen. Der gezielte Transfer des gesuchten Bestandteiles 
in eine andere Umgebung geschieht durch Festlegung von Ort und 
Z&ii der Entnahme durch ein mit dem zu enmehmenden kleinen 
Bestandteil korrelierendem Signal. Das Verfahren ist besonders 
geeignet zur Entnahme selten vorkommender Bestandteile. die in 
einem vorgelagerten Schritt durch ein Scanverfahren in ihrer Existenz 
nachgewiesen werden kOnnen. Das Verfahren eignet sich auch zur 
Enmahme an sich nicht identifizierter Bestandteile. 
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(57) Abstract 

The process of the invention facilitates the selective extraction of 
one or a few molecularly dispersed or cellular components of a system, 
like molecules, molecule complexes, vesicles, micells, cells, possibly 
with a relevant volume element V of size l(^9 1 > lO-^^ 1, from a larger 
sample volume. The required component is selectively transferred to 
another environment by setting the place and time of the extraction by 
means of a signal correlating the small component to be extracted. The 
process is particularly suitable for the extraction of rare components, 
the existence of which can be detected in a previous stage by means of 
a scanning process. The process is also suitable for the extraction of 
unidentified components. 

(57) Zusammenfassung 

Das erfindungsgemafie Verfahren erlaubt eine gezielte Entnahme 
von einem oder wenigen molekulardispersen oder zellularen 
Bestandteilen eines Systems wie Molekule, Molekiilkomplexe, 
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenfalls mit einem dazugehOrigen 
yolumenelement V der GrdBe 10-9 i > v > 10-»8 1 aus einem grOBeren 
Probevolumen. Der gezielte Transfer des gesuchten Bestandteilcs 
in eine andere Umgebung geschieht durch Festlegung von Ort und 
2^it der Entnahme durch ein mit dem zu entnehmenden kleinen 
Bestandteil korrelierendem Signal. Das Verfahren ist besonders 
geeignet zur Entnahme selten vorkommender Bestandteile, die in 
einem vorgelagerten Schritt durch ein Scanverfahren in ihrer Existenz 
nachgewiesen werden kOnnen. Das Verfahren eignet sich auch zur 
Entnahme an sich nicht identifizierter Bestandteile. 
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Verfahren xind Vorrichtiing zur gezlelten Entnahme 
von Komponenten aus komplexen Mlschungen 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Entnahme von einem oder wenigen Bestandteilen eines Systems, 
eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens und dessen 
Anwendungen . 

Die funktionale Charakterisierung einzelner Molekule oder 
Molekiilkomplexe, Viren oder einzelner Zellen wird mit Hilfe 
der in Rigler et al . (PCT/EP 94/00117) beschriebenen Ver- 
fahren moglich. Es lassen sich mit dem beschriebenen Ver- 
fahren Aussagen dariiber erhalten, ob in einem komplexen 
Gemisch einer Losung oder Suspension oder in einer zwei- 
dimensionalen Schicht einzelne Molekule oder Molekulkomplexe 
in sehr kleinen Volumenelementen (< 10*-^^ 1) enthalten sind, 
die bestimmte Wechselwirkungen mit definierten Zielmolekiilen 
eingehen. 

Fur viele analytische und synthetische Fragestellungen ist 
es bereits von groJSem Vorteil zu wissen, daS sich ein ge- 
suchtes Molekul in. einer analysierten Mischung bef indet . 
Haufig stellt sich jedoch erf indungsgemaS zu losende Aufgabe, 
das einmal als gewunscht erkannte Molekul gezielt aus dem 
Gemisch zu entfernen im Sinne einer praparativen An- 
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reicherung, urn z,B. Klonierungsschritte zu umgehen oder 
vereinfachen zu konnen. Eine weitere Aufgabe besteht bei 
besonders verdunnten Losungen einer Konzentration von lO"*''^ M 
in einem raschen Auffinden eines Volumenelementes als Teil 
des Probevolumens , in dem sich ein Vertreter der gesuchten 
Substanz befindet. Die gesuchte Substanz mulS dabei keines- 
falls bekannt sein. Bei der Suche nach iinbekannten Pathogenen 
Oder Wirkstoffen sind eventuell nur Wechselwirkungen zu 
bekannten Substanzen bekannt, oder as konnen Wechselwirkungen 
zu eventuell anwesenden Nachweismolekulen postuliert werden. 

Zur Entnahme ganzer Zellen sind Verfahren und Vorrichtungen 
beschrieben. Die entsprechenden Vorrichtungen sind als 
Zell-Sorter bekannt. Es lassen sich aufgrund bestimmter 
Parameter der Lichtstreuung oder Fluoreszenz z. B, bestimmte 
Zell-Typen eines Blutbildes identif izieren und die Zellen 
einer definierten Spezif ikation auszahlen. Die Zellen lassen 
sich mit Fluoreszenzmarkierten Antikorpern anfarben und auf- 
grund ihrer Oberf lachen-Antigene dif f erenzieren oder uber 
Hybridisierungsverf ahren (in situ) uber ihren Nukleinsaure- 
gehalt klassif izieren . Nach einer Vereinzelung in Tropfchen 
werden die Zellen im DurchflulS analysiert und konnen durch 
gezielte elektrostatische Ablenkung einzelner Tropfen 
selektiv ausgesondert bzw. fraktioniert werden. Entsprechende 
Gerate werden kommerziell angeboten und sind fur klinische 
Diagnostik und Forschung von groSer Bedeutung, 
PCT/EP 93/03 077 offenbart, wie aus einem kapillaren FluS 
einzelne, linear getrennte Volumenelemente separiert werden 
konnen . 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 

ein Verfahren bereitzustellen, das es ermoglicht, aus einem • 

grofieren Volumenelement eines Probenvolumens einer Losung 

Oder Suspension an definierten Raumkoordinaten, ein kleines * 

Volumenelement der Losung oder Suspension zu entnehmen, wobei 

dieses Volumenelement eine Zielsubstanz enthalt . Ein solches 

kleines Volumenelement kann durch Einsatz von Analyse- 
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verfahren definiert warden, wie sie in der Anmeldung Rigler 
et al . (PCT/EP 94/00117) beschrieben sind. Hierbei warden 
auSerst kleine MeSvolumina als Teil eines groSeren, um- 
gebenden Probevolumens analysiert, indem durch konfokale 
Ausleuchtung eines Volumenelementes , Anregung durch das zur 
Auslauchtung verwendenten Lichts und/odar Registrierung 
spezifischer Fluoreszenzsignala auf die Anwesenheit be- 
stimmtef "Inhaltsstof f a -gaschlossen wird, _Die Ausleuchtung 
kann alternativ z.B. auch durch die Methode der Nahfeld- 
spektroskopie geschehen, wobei Blenden mit Offnungen ver- 
wendet werden, die kleinar sind als die Wellenlanga der ein- 
gestrahlten elektromagnetischen Strahlung, Es soil die auch 
Aufgabe gelost werden, aufgrund der spektralen Eigenschaf ten 
einer gesuchten, nachgewiesenen Substanz, ein bestimmtes 
Molekiil, ein Molekiilkomplex oder eine Zelle, diese gezielt 
zu entnehmen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann in besonders vorteil- 
hafter weise zum Nachweis bislang nicht identif izierter 
unbekannter Paithogene oder Immunogene eingesetzt werden. 
(unbekannter) Pathogene oder Immunogene konnen charakteri- 
siert und gegebenenf alls praparativ dargestellt werden. Eine 
besonders vorteilhaf te Vorgehensweise im Sinne der Erf indung 
nutzt die Tatsache, dafi Pathogene sich nach erfolgter Infek- 
tion eines Wirtsorganismus zunachst vermehren, ohne durch 
eine prasente Immunabwehr daran gehindert zu werden. Erst 
nach Ablauf einer bestimmten Periode etabliert die Immun- 
abwehr eine humorale Immunantwort z. B. durch die Synthase 
verschiedener Immunglobuline (vornehmlich IgM, gefolgt von 
IgG) und spater eine zellulare Immunantwort. Patienten mit 
Verdacht auf eine erfolgte Infektion oder auf Kontakt mit 
einem bisher unbekannten Pathogen oder Immunogen ohne Detek- 
tierbarkeit bekannter Antigen-Eigenschaf ten beziiglich einer 
Reaktion und Detekt ierbarkeit mit bekannten Antiseren/Anti- 
korpern, stellen das Ausgangsmaterial fiir die Pathogeniso- 
lierung dar. Zu einem spateren Zeitpunkt, in der Phase des 
chronischen Erkrankungs stadiums, wird davon ausgegangen, daS 
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sich inzwischen Antikorper gegen das vermeintliche Pathogen, 
2.B. ein Virus, gebildet haben, der Virustiter dadurch 
allerdings inzwischen stark emiedrigt ist . Seren aus diesem 
Erkrankungs stadium dienen zur Praparation der Immunglobuline . 

Die Fraktion der Immunglobuline enthalt im Normalfall nur 
2U einem untergeordneten Prozentsatz Antikorper, die gegen 
das unbekannte Pathogen gerichtet sind. Die Mehrzahl der 
Antikorper richtet sich gegen eine Vielzahl von nicht mit 
dem gesuchten spezifischen Pathogen/ Immunogen im Zusammenhang 
stehenden Antigenstrukturen. Deshalb ist es schwieriger, das 
Pathogen iiber den Immunkomplex durch Verwendung von Seren 
eines einzigen Patienten zu charakterisieren . 

Der gesuchte Immunkomplex laSt sich jedoch durch Hinzuziehung 
einiger erwarteter Charakteristika isolieren: 

Der Immunkomplex enthalt den massenmaSig bestimmenden 
Hauptanteil eines Pathogens, dessen Beweglichkeit 
zwischen der eines kleinen RNA Virus und der eines 
Bakteriums liegt. 

Das Pathogen hat mehrere antigene Bindestellen, die mit 
mehr als einem Farbstof f -markierten Antikorper besetzt 
sind. 

In einer bevorzugten Vorgehensweise lassen sich (Figur 5) 
die Antikorper aus zwei Patienten im Zustand der hypothetisch 
chronischen Phase getrennt praparieren und mit unterschied- 
lichen oder tiber Kreuzkorrelation unterscheidbaren Farb- 
stof fen markieren. Es werden dabei die mindestens zwei 
Patienten danach ausgewahlt, daS eine hohe Wahrscheinlichkeit 
besteht, dafi beide Patienten sich mit demselben Pathogen 
infiziert haben. Da Pathogene in der Regel eine groSe Anzahl 
der antigenen Determinante auf der Oberf lache/Virushulle 
tragen, ist es wahrscheinlich, daS die gebildeten Immunkom- 
plexe nach der Reaktion mit einem Gemisch der unterschiedlich 
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markierten Antiseren gleichzeitig die verschiedenen, 
markierenden Farbsto'f f e auf weisen . 

Experimentell wird vorgegangen, wie es in Figur 5 dargestellt 
ist . 

Detektion einzelner Bakterien liber die Bindungsspezif itaten 
von oberf lachen^exprimierenden -Bakterien 

Fiir eine groSe Anzahl wichtiger Anwendungen der modemen bio- 
technologischen Forschung ware es auSerst vorteilhaft und 
effizient, konnte in einem Verfahren anstelle der Detektion 
eines funktionalen Biomolekuls in einem gegebenen Probe - 
volumen die Detektion eines einzelnen Bakteriums oder eines 
Virus mit funktionalen Oberf lachenproteinen erfolgen. Der 
entscheidende Vorteil liegt in der interessanten Kopplung 
eines phanotypischen Expressionsproduktes, z.B. eines natiir- 
lichen oder eines rekombinanten Oberf lachenproteins an dessen 
genetischen Bauplan. Das Verfahren ist insbesondere im 
Zusammenhang mit einem erf indungsgemaSen praparativen Einsatz 
zu sehen, durch den als gewiinscht bestimmte Zellen oder 
Molekiilkomplexe aus einer Umgebung ausgesondert werden 
konnen . 

Bestimmung und praparative Gewinnung der immunogenen Epitope 
von Mikroorganismen 

Das Genom von Mikroorganismen umfaSt ca. lo"^ Nukleotide. 
Durch Shotgun-Expression lassen sich mit dem beschriebenen 
Verfahren subgenische Fragmente einer durchschnittlichen 
Lange von 100 Aminosauren exprimieren. Unter Beriick- 
sichtigung der Leserahmenvariation (Faktor 3) und eines 
angenommenen nicht kodierenden Gegenstranges enthalten 10® 
rekombinante Bakterienklone jedes Segment ca. lOOfach, 10® 
rekombinante Bakterienklone sind in 1 ml einer Suspension 
von 1 OD enthalten, die sich in ca. 24 Stunden mit dem 
erf indungsgemaSen Verfahren einzeln z.B. auf ihre Binde- 
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eigenschaf ten mit IgE oder IgE tragenden Zellen aus einem 
Allergie-Patienten untersuchen lassen. Erf indungsgemaS werden 
die entsprechend charakterisierten Bakterien ausgesondert ^ 
zumindest jedoch stark angereichert , biologisch expandiert 
Oder das entsprechende Genomsegment durch enzymatische 
Amplif ikationsverf ahren amplif iziert und charakterisiert . 

Falls ein entsprechendes Bakterium im MeSvolumenelement 
detektiert wird, kann es erf indungsgemafi unmittelbar aus dem 
Gemisch entfernt werden, indem das Bakterium/Molekiilkomplex 
umgebende Volumenelement durch eine Kapillare abgesogen wird 
Oder der Molekulkomplex durch Elektrophorese , Elektroosmose 
Oder Dipolinduktion abgetrennt wird (Figuren 1 und 2) . 

Ein der Erfinding zugrundeliegender Erf indungsgedanke ist, 
daS eine elektrisch, optisch oder mechanisch gesteuerte 
Absaugvorrichtung eingesetzt wird, deren Of f nungsdimension 
groB ist gegeniiber dem MeSvolumen, aber klein gegeniiber der 
Dimensionierung des Probevolumens , um das der Erfindung 
zugrundeliegende technische Problem zu losen. Erf indungsgemaS 
wird das elektrische, optische oder mechanische Pumpsystem 
durch einen FCS-gesteuerten Impulsgeber gesteuert, so daS 
ein kleiner Anteil des Probevolumens so von dem Gesamtvolumen 
abgetrennt wird, daS eine Riickdif fusion weitgehend ausge- 
schlossen werden kann. Dies geschieht entweder durch 
Elektrophorese , induzierte Dipolmomente , Elektroosmose , 
mechanisch induzierte Druckspriinge oder durch Lichtdruck. 

Das Verfahren erlaubt die Entnahme von einem oder wenigen 
Bestandteilen eines Systems wie Molekiile, Molekulkomplexe , 
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenf alls eingebettet in 
einem dazugehorigen Volumenelement (Entnahmevolumen) V 
(10"^ 1 £ V a 10""^® 1) . Dieses Volumenelement ist Teil eines 
groSeren Volumens einer Umgebung, die die zu entnehmenden 
kleinen Bestandteile enthalt (Probevolumen) . Die Entnahme 
erfolgt durch Transfer des Bestandteiles oder der Bestand- 
teile in eine andere Umgebung, wobei Ort und Zeit der Ent- 
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nahme durch ein mit dem zu entnehmenden kleinen Bestandteil 
korrelierendes Signal einer Analyse festgelegt wird. Als 
Analyseverf ahren kommen solche Verfahren in Frage, bei denen 
der molekulare Inhalt kleinster Volumenelemente (10 '-^^ 1) 
analysiert warden konnen, wie dies durch das in der inter- 
nationalen Anmeldung Rigler et al . PCT/EP 94/00117 beschrie- 
ben ist . Das Probevolumen ist mit Auf nahme vorrichtung durch 
eine Poire ~e"iner" Kapillare oder einer Pore einer Membran- 
wandung verbunden, deren engste Offnung D durch 10 0 /im s D 
£ 0,1 /xm gegeben ist. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird hierzu eine 
Kapillare eingesetzt, wie sie bei Neher et al . , Methods in 
Enzymology, Vol. 207, 3 - 14 beschrieben ist. Diese 
Kapillare ist z.B. mit einer Fordereinrichtung, wie eine 
Pumpe verbunden, die in der Lage ist, das den Molekulkomplex 
umgebende Losungsvolumen abzuziehen. Erf indungsgemaS bevor- 
zugt ist der Einsatz eines mechanisch, lichtdruck- oder 
elektrisch gesteuerten Absaugsystems oder eines (Piezo/- 
Solenoid- ) -pumpen gesteuerten Dispensersystems . 

Es lassen sich mehrere Entnahmen in ein oder mehreren 
Schritten in ein und dieselbe Auf nahmevorrichtung durch- 
fiihren, wobei die einzelnen Entnahmevorgange jeweils unab- 
hangig voneinander im Sinne eines Sammelvorganges erfolgen 
konnen . 

In vielen Fallen ist die elektrisch gesteuerte Entnahme liber 
einen gerichteten Transport des Volumenelementes durch 
mindestens einen elektrischen Spannungs-oder Feldimpuls 
bevorzugt. Andere Ausf iihrungsf onnen arbeiten mechanisch durch 
mindestens einen Druckdif f erenzpuls und/oder durch mindestens 
einen Lichtdruckpuls , in Richtung auf die Porenoffnung mit 
Verfahren, wie sie z.B. von Weber und Greulich, Int. Rev. 
Cytol . , 1992, 133, pp. 1-41, publiziert wurden. Die Auf- 
nahmevorrichtung kann eine Kapillare sein, deren Lumen 
vorzugsweise groSer ist als der Durchmesser der Pore oder 
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Kapillarenspitze , deren Offnung mit dem Probevolumen in 
direktem Kontakt steht . In durchgangig dunnen Kapillaren kann 
Elektroosmose durchgefiihrt werden, wie es in der Kapillar- 
elektrophorese ublich ist, bei mechanischem Volumentransport 
konnte ansonsten der Stromungswiderstand unvorteilhaf t groB 
werden . 

Im Falle einer elektrisch vermittelten Entnahme wird vorzugs- 
weise der gewiinschte Bestandteil im MeSvolumen gezielt liber 
einen elektrischen Feldimpuls uber das mindestens einmalige, 
kurzzeitige Anlegen eines elektrischen Feldes, zum Zweck 
einer Elektrophorese elektrisch geladener Bestandteile 
und/oder zum Zweck einer Elektroosmose mit gekoppeltem 
Transport elektrisch neutraler Molekiile, in die Aufnahme- 
vorrichtung transf eriert . Eine Elektrode kann dazu mit der 
Losung auf Seiten des Probevolumens elektrisch leitend in 
Kontakt gebracht, die andere Elektrode auf Seiten der Auf- 
nahmevorrichtung elektrisch leitend mit der Losung in Kontakt 
gebracht und der leitende Kontakt zwischen beiden Kom- 
partimenten liber die Pore hergestellt werden. Bei der Ent- 
nahme liber einen gezielten Druckpuls wird durch mindestens 
einmalige kurzzeitige Erhohung des Dmckes im Volumen auSer- 
halb des Auf nahmekompartimentes im Vergleich zum Druck 
innerhalb des Auf nahmekompartimentes der gewiinschte Transport 
bewirkt und/oder durch eine kurzzeitige Druckminderung 
innerhalb des Auf nahmekompartimentes . Hierbei haben sich an 
sich bekannte Dispenser (Microdrop) oder Pump/Saugvorrichtun- 
gen bewahrt ( Solenoid- Pumpen, Schrittmotor-gesteuerte 
Pumpen) . Damit konnen kleine Volumenelemente von £ 1 nl aus 
einem groBeren Volumen einer Losung oder Suspension durch 
Transfer des kleinen Volumenelementes durch eine Pore eines 
Durchmessers s 100 ^tm in ein Auf nahmekompartiment trans - 
f eriert werden, wobei der Zeitpunkt und die Raumkoordinate 
des Entnahmevorgang liber ein korreliertes Analysesystem wie 
durch die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) ge- 
steuert wird. 
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Insbesondere durch einen Unterdruckpuls liber ein piezoge- 
steuertes Dispensiermodul , dessen Fullvolumen sich innerhalb 
des Auf nahmekompartimentes befindet und/oder durch einen 
Druckpuls und/oder Unterdruckpuls wird bewirkt, daS das 
Volumen der Auf nahmevorrichtung vergroSert wird oder das 
Probevolumen zugunsten der Auf nahmevorrichtung verkleinert 
wird. Erf indungsgemaS folgt der Transport in das Aufnahme- 
volumen. Die Grdfie' de"s auf genommenen Volumens .wird li-ber die 
Anzahl der dispensierten Tropfen oder der Schrittmotor- 
schritte oder liber die Lange und Intensitat des Lichtdruck- 
pulses gesteuert. 

Das Hardware - /Software -gekoppelte on line-arbeitende Analyse- 
system triggert liber das auf genommene , korrelierende Signal 
den Entnahmezeitpunkt . Die Entnahme erfolgt in dem Moment, 
wenn sich der oder die zu entnehmende Partikel mit hoher 
Wahrscheinlichkeit innerhalb des Entnahmevolumens befindet. 
Dies muS nicht unbedingt annahernd zeitgleich mit dem er- 
haltenen positiven Analyseergebnis erfolgen. Wenn ein Mole- 
kiil, Molekiilkomplex, Virus oder Zelle durch PCS als zu 
entnehmender Bestandteil identif iziert wurde, besteht die 
Moglichkeit der direkten Entnahme oder einer spateren Ent- 
nahme. Dabei wird die Annahme zugrundegelegt , daS der 
jeweilige zu entnehmende Bestandteil 

entweder kurz nach der erfolgten Messung durch er- 
zwungenen Transport wie beschrieben oder elektro- 
phoretische Wanderung sich zu einem definierten Zeit- 
punkt an einem bestimmten Ort auf halt und da gemaS 
Figuren 1 und 2 elektrophoretisch oder mechanisch 
praparativ abgetrennt werden kann, oder 

ohne erzwungene Translation sich noch in der Nahe des 
Detektionsvolumens auf halt, aus dem der Bestandteil 
elektrophoretisch, optisch durch Lichtdruck oder 
mechanisch abgetrennt werden kann. 
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Handelsiibliche Zellsortierer sind mit einem System zur Ver- 
einzelung von Zellen nach vorheriger Analyse ausgestattet , 
das sich erf indungsgemaS mit dem analytischen Verfahren der 
Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie koppeln laSt . Ublicher- 
weise werden Zellen in einem Fliissigkeit ummantelten, kapil- 
laren FluS durch eine Kuvette geleitet, die mit einer konven- 
tionellen FluoreszenzmeSvorrichtung und/oder einer Licht- 
streumefivorrichtung gekoppelt ist . Im def inierten raumlichen 
und zeitlichen Abstand nach der MeSvorrichtung wird am Ende 
der Kapillare durch eine angelegte kontinuierliche Schallfre- 
quenz fiir eine normierte und kontinuierliche Zerteilung des 
diinnen Fliissigkeitsstrahles in einzelne austretende Tropf chen 
gesorgt . Im Falle, daS eine Zelle eines gewiinschten Zelltyps 
die Kuvette passiert, befindet sich diese Zelle nach einer 
definierten Zeit in einem dieser Tropfchen, das nach der 
Vereinzelung durch ein gekoppeltes Signal z.B. mittels eines 
Puis im elektrostatischen Feld gezielt aus seiner Flugbahn 
abgelenkt werden kann und so in einer separaten Aufnahmevor- 
richtung abgetrennt werden kann. Der Nachteil der Methode 
liegt darin begriindet, daS im stromenden FluS nur ein in- 
tegrales Fluoreszenzsignal im Sinne einer reinen Intensitats- 
messung erhalten werden kann. Im Gegensatz dazu ermoglicht 
die erf indungsgemafie Kopplung mit der Methode der Fluores- 
zenzkorrelations-Spektroskopie in kleinen Volumenelementen, 
eine Dif f erenzierung der erhaltenen Fluoreszenzsignale nach 
Zugehorigkeit zu unterschiedlichen Molekvilgrofien und Molekiil- 
beweglichkeiten. Dies ist erf orderlich, um z.B. Rezeptor- 
gebundene Liganden von anwesenden freien Liganden zu unter- 
scheiden. Erf indungsgemaS wird die Methode der fluoreszenz- 
korrelations-spektroskopischen Nachweistechnik von f luores- 
zierenden Partikeln wie Molekulen, Vesikeln, Zellen oder 
Molekiilkomplexen im mechanisch induzierten, kapillaren FluS r 
mit einer gezielten Sortiervorrichtung durch eine Pore 
eingesetzt. 

Der eigentliche Trennvorgang kann hierbei nach dem Durchtritt 
einzelner Volumenelemente durch die Pore stattf inden, indem 
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nach definierter raumlicher und zeitlicher Korrelation die 
positiv registrierten Mefivolumina mit einem zugehorigen 
Volumenelement in getrennte Auf nahmevorrichtungen liberfiihrt 
werden . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf lihrungsf orm kann der FCS- 
MeSvorgang auch vor dem Austritt aus der Pore einer Kapil- 
larenspi~tze erfo~lgen , die -mit einer Mikrodispensiervorrich- 
tung gekoppelt ist und wobei durch verschiedene mechanische 
Oder Feld-induzierte Ablenkungen kleine MeSvolumina mit einem 
zugehorigen Volumenelement der Umgebung als Tropfchen in 
verschiedenen Auf nahmevorrichtungen aufgefangen werden. 

Insbesondere erfolgt die zeitliche und/oder ortsspezif ische 
Korrelation zwischen einer Analyse eines Subvolumens des 
Probevolumens (MeSvolumen) innerhalb des Volumenelementes 

V und einer Entnahme eines gewiinschten Bestandteiles durch 
Entnahme des Volumenelementes V Hardware - /Software -gestiitzt . 
Sie wird vorgenommen, wobei sich mindestens ein Bestandteil, 
das im Volumenelement V positiv identif iziert wurde, beim 
Entnahmevorgang im auf genommenen Volumenelement V bef indet . 
Dabei wird die Pore der Auf nahmevorrichtung mechanisch an 
das Volumenelement herangefuhrt und/oder das Volumenelement 

V Oder Bestandteile davon mit vorbestimmter zeitlicher 
Korrelation liber einen Transport im Flufi oder liber elektro- 
statische oder magnetische Feldgradienten oder Bestandteile 
davon an die Pore des Auf nahmekompartimentes mit zeitlicher 
Korrelation transport iert . Die Analyse kann auch unmittelbar 
vor der Pore des Auf nahmekompartimentes erfolgen. Vorzugs- 
weise ist das Subvolumen (Mefivolumen) kleiner als das 
Volumenelement V. Damit wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, 
daS der positiv identif izierte Bestandteil entnommen wird, 
bevor er sich zu weit aus seinem Mefivolumen entfernt hat. 

Das Analyseverf ahren muS bestimmte Anf orderungen erfiillen, 
um im Verf ahren eingesetzt werden zu konnen. Das zum Ent- 
nahmevorgang korrelierende Signal wird z, B. liber ein 
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optisches Analysesystem ermittelt, das spezifische Molekiil- 
eigenschaf ten in kleinen Volumenelementen von < 10"^^ 1 
analysieren kann. Dies geschieht vorzugsweise durch Analysen- 
systeme auf der Basis der konfokalen Laser-Korrelations- 
spektroskopie oder Fluoreszenzkorrelationsanalytik auf der 
Basis der Nahf eldspektroskopie , dessen Signal on line und 
Sof tware-gesteuert zeitlich einen gezielten Entnahmevorgang 
steuert. Gekoppelte Analyse- und Entnahmevorgange lassen sich 
erf indungsgemaS kaskadenf ormig aneinanderreihen, wobei die 
auf genommenen Probenvolumina mit oder ohne Verdiinnungsschritt 
nachfolgend wiederum einer Analyse ausgesetzt werden und 
wiederum in angereicherter Form durch eine zweite und/oder 
weitere Entnahmeeinheit nach erfolgter Analyse entnommen 
werden . 

Es lassen sich solche Bestandteile entnehmen, die mit 
mindestens einem Reaktionspartner einen Komplex bilden, der 
spektroskopisch erfaSt werden kann (indirekt) oder selbst 
hinreichende Fluoreszenzeigenschaf ten (direkt ) auf weisen • 

Von besonderem Interesse ist das Verfahren in Kombination 
mit der erf indungsgemafien Vorgehensweise zur Entnahme noch 
nicht identif izierter (unbekannter ) Pathogene . Ziel ist die 
Vermehrung eines isolierten Pathogens in vivo oder die 
Vermehrung des genetischen Materials des Pathogens oder 
Teilen davon in vitro durch Amplif ikation der enthaltenen 
Nukleinsaure im Sinne eines Shot -Gun Verfahrens und 
Charakterisierung liber Sequenzierung. 

Bedeutsam ist auch die gezielte Entnahme von Bestandteilen, 
die bislang beziiglich ihrer molekularen Natur nicht bekannt 
sind, wie Molekiile, Zellen, Vesikel, Molekiilkomplexe , die 
sich funktionell z. B. iiber eine enzymatische Wirkung oder 
eine Komplexbildung identif izieren lassen. 

Wie in Figur 5 skizziert werden erf indungsgemafi unbekannte 
Partikel, wie Pathogene oder Immunogene, entnommen, indem 
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Seren von mindestens einem Organismus gewonnen werden, der 
mit dem nicht identifizierten" Pathogen infiziert ist . Dabei 
wird mindestens ein Serum (Serum 1) aus der Phase einer 
akuten Infektion durch das bislang unbekannte Pathogen oder 
Immunogen gewonnen und mindestens ein weiteres Serum (Serum 
2) aus demselben oder mindestens einem weiteren Organismus 
mit gleicher oder homologer Infektion aus der Phase der 
chronischen" Infektion gewonnen.. Das. unbekannte Pathogen oder 
Immunogen aus Serum 1 wird mit mittelbar oder unmittelbar 
Fluoreszenz-Farbstof f -markierten Antikorpern aus Serum 2 zur 
Komplexbildung gebracht und der gebildete Komplex gemessen. 
Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Kreuzkorre- 
lation, wie in PCT/EP 94/00117 beschrieben, uber die z.B. 
die gleichzeitige Bindung verschieden f luoreszierender 
Liganden wie Antikorper aus unterschiedlichen Organismen 
gemessen werden kann. Die Markierung von Antikorpern kann 
unmittelbar uber mindestens eine Reaktion mit kopplungs- 
fahigen Farbstoffen oder mittelbar durch Reaktion mit Farb- 
stoff -markierten, Antikorper-Bindedomanen, insbesondere 
Protein A-Defivaten oder Protein G-Derivaten erfolgen. Die 
nicht idenf izierten pathogenen Bestandteile konnen sich als 
an sich bekannte Mikroorganismen herausstellen . Als Merkmal 
werden spezifische Wechselwirkungen oder enzymatische Aktivi- 
taten mit Fluoreszenz -markierten Zielmolekiilen zu ober- 
f lachen-exprimierten oder cytosolisch-exprimierten Struktur- 
elementen naturlicher oder genetisch rekombinierter Proteine 
oder Peptide detektiert. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann die Erfassung von Mole- 
kiilen in sehr niedriger Konzentration bewirken. Zum Beispiel 
kann das Scanning von foetalen Zellen im miitterlichen Blut 
durchgefiihrt werden. Mit der erf indungsgemaSen Methode lassen 
sich sehr niedrige Konzentrationen (< 10"-^^M) f luoreszieren- 
der Molekule bestimmen. Das Verfahren kann jedoch unprak- 
tikabel werden, wenn zu lange bei unveranderten Raum- 
koordinaten zur Festlegung eines oder mehrerer MeSvolumen 
gewartet werden muS, bis ein gesuchtes Molekiil das Raum- 
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element des MeSvolumens passiert. Dieses Problem stellt sich 
auch bei hoheren Konzentrationen ein (> 10"*^^ M) , wenn die 
Dif f usionszeiten sehr klein sind, wie dies z.B. bei Zellen 
und zellgebundenen Molekulen der Fall ist . In solchen Fallen 
kann das erf indungsgemaSe Verfahren so modifiziert werden, 
dafi dem eigent lichen MelSverf ahren ein Scanning- ProzeS vorges- 
chaltet ist, bei dem solange die Raumkoordinaten in zeitlich 
kontinuierlicher MeStechnik oder zeitlich diskontinuierlicher 
MeStechnik variiert werden, bis ein Signal der gewiinschten 
Qualitat erfalSt wird. Dies kann z. B. das gemeinsame Auf- 
treten einer korrelierten Fluoreszenz mit zwei verschiedenen 
Emissionen bei Verwendung der Kreuzkorrelationsmethode sein. 
Ist ein Signal erfaSt, wird der FCS-MeSvorgang gestartet . 
Die Dauer eines Scanning -Vorgangs kann weniger als eine 
Millisekunde pro MeSvorgang betragen. Schon dann ist fest- 
stellbar, dafi das "gescannte" MelSvolumen oder die parallel 
vermessenen MeSvolumina den gesuchten Bestandteil nicht 
beinhalten. Bei dieser Vorgehensweise ist zu beachten, daS 
die durchschnittlichen charakteristischen Dif f usionszeiten 
in ihrer absoluten GroSe auf berechenbare Weise beeinfluEt 
werden. Dies geschieht zum Beispiel so, daS fixierte Molekiile 
(z,B. auf fixierten Bakterienzellen) direkt und ausschlieS- 
lich die zeitliche Variation der relativen Veranderung der 
Raumkoordinaten des MeSvolumens im Vergleich zu den Ko- 
ordinaten des Probevolumens wiedergeben, oder bei beweglichen 
kleinen Molekulen und sprunghafter Veranderung der Raumko- 
ordinaten ca. die Halfte der durchschnittlichen Aufenthalts- 
dauer, da die Molekiile sich bei Beginn des Mefivorgangs 
bereits innerhalb des MeSvolumens befinden. 

Scanning- Prozesse, die der eigentlichen Messung vorgeschaltet 
sind, erlangen dann Bedeutung, wenn z. B. Zellpopulationen 
analysiert werden sollen, wobei nur ein Bruchteil der Zellen 
Molekiile oder Molekiilkomplexe die die Entnahme bestimmenden 
Eigenschaf ten tragen. Dies ist z,B. bei der Analyse evolutiv 
hergestellter Mutantenpopulationen rekombinanter Zellen der 
Fall, aber auch bei der Analyse miitterlichen Blutes auf die 



wo 95/35492 



PCT/EP95/02344 



- 15 - 

Anwesenheit kindlicher, kernhaltiger Erythrozyten , die auf 
bestimmte Erbanlagen oder Chromosomenanomalien analysiert 
werden sollen. 

Das Verfahren eignet sich fur eine Methods, die im folgenden 
als funktionale Genextraktion bezeichnet wird. Gemeint ist 
die Herstellung genetischer Sonden zur Auf f indung/DetektionZ- 
KIdhiening spezif iseher Funktionen, die auf einem Gesamtgenom 
Oder in einer cDNA-Bank kodiert sind, Anwendungsbeispiele 
sind die funktionale Genomanalyse durch Verwendung von 
Phagen- oder Bakterien-Displaysystemen, sowie entsprechende 
Anwendungen in der evolutiven Biotechnologie . In beiden 
Beispielen geht es um die Detektion und gezielte Selektion 
von Zellen oder Phagen mit spezif ischen Bindungseigenschaf ten 
2u bestimmten Liganden vor einem Hintergrund nicht-reagieren- 
der Phagen oder Bakterien. 

Die Anzahl durchgemusterter Volumenelemente steigt somit 
erheblich. In Kombination mit der Kreuzkorrelation lassen 
sich somit im /xs- bis Nanosekundenbereich im Einzel und 
Multiarraybetrieb viele Volumenelemente durchmustern . Die 
Verschiebung wird nur unterbrochen, wenn sich im erfaSten 
Volumenelement z.B. verschiedenf arbige miteinander korre- 
lierte Signale nachweisen lassen. Liegt diese Situation vor, 
konnen stoffliche Parameter der Bestandteile, z.B. die Trans- 
lationsdif fusion, bestimmt werden. Diese Zeit ist um ein zu 
errechnendes Zeitelement (ca, 50%) statistisch kurzer, 
verglichen mit dem Fall, daS ein Teilchen in das Volumen- 
element von sich aus oder durch erzwungene Diffusion ein- 
dringen mufi. Ist ein Teilchen einmal erf aSt , kann es auch 
durch Scanning der unmittelbaren Umgebung ein zweites Mai 
erf aSt werden , 

Erf indungsgemafi kann das MeSvolumen sich aus parallel ausge- 
leuchteten UntermeSvolumina zusammensetzen, indem die gleich- 
zeitige Ausleuchtung mehrerer Mefivolumina durch mindestens 
eine Strahlenquelle fur elektromagnetische Strahlung durch 
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Verwendung mindestens eines holographischen Gitters zur 
Erzeugung mehrerer Volumenelemente erf olgt . 

Die parallele Ausleuchtung mehrerer Volumenelemente mit 
konfokaler Optik ist in DE 40 35 799 beschrieben. Parallele 
Ausleuchtung von MeSvolumina, deren relative Abstande im 
sub-/xm-Bereich liegen, gelingt durch die beschriebenen 
Vorrichtungen nicht oder nur unbef riedigend. Die -.im er- 
f indungsgemafien Verf ahren bereitzustellenden Ausleuchtungen 
mit einer Dimensionierung im unteren /xm-Bereich und darunter 
gelingen durch Verwendung holographischer Gitter. 

Umfangreiche Arrays kleiner Volumenelemente konnen durch 
Einsatz holographischer Gitter ausgeleuchtet werden. Die 
Mefivolumina werden erf indungsgemaS konfokal entweder liber 
die Verwendung mehrerer Lochblenden in Objektebene, durch 
Posit ionierung von Multiarraydetektor-elementen in Objekt- 
ebene oder durch Einsatz von Lichtf aserbundeln mit Ein- 
kopplung des Lichtes in Objektebene und Ubertragung auf 
Photonen-Detektoren auf Fluoreszenzeigenschaf ten darin 
enthaltener Molekule vermessen. 

Bei der hochparallelisierten Ausleuchtung von kleinen 
Volumenelementen stellt sich das Problem der Registrierung 
der emittierten Fluoreszenzsignale aus den einzelnen Volumen- 
elementen. In der Patentanmeldung PCT/EP 94/00117 ist be- 
schrieben, daS es moglich ist, parallel kleine Raumelemente 
auszuleuchten und die jeweiligen Fluoreszenzsignale in- 
dividuell durch die Verwendung konfokaler Lochblendensysteme 
in Objektebene auf Multiarraydetektoren abzubilden oder die 
Signale an der Position und anstelle der Lochblenden in 
Lichtleiter einzukoppeln und auf Detektorelemente zu leiten 
Oder die Multiarraydetektoren anstelle und in der Position 
der der Lochblenden selbst zu positionieren . Es wird auch 
die Moglichkeit beschrieben, ein grofieres Volumenelement 
auszuleuchten und mit den oben beschriebenen konfokalen. 
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parallelen Abbildungen kleiner Untervolumenelemente zu kom- 
binieren. 

Bei hoher Parallel isierung werden jedoch die Anf orderungen 
an die Anzahl der Detektorarrays sowie an den mit der 
parallelen Verarbeitung auflaufenden Daten verbundenen 
Rechenauf wand erheblich. Erf indungsgemaS werden diese 
Probleme" dadurch gelost-, daS-in eine.r_ weiteren Form der 
Kopplung kleiner, parallel ausgeleuchteter Raumelemente mit 
einer Registriervorrichtung die Signale uber mehrere Raum- 
elemente hinweg integriert erfaSt werden. Diese Vorgehens- 
weise ist insbesondere bei solchen Anwendungen von Nutzen, 
bei denen 

eine Vielzahl von Volumenelementen durchgemustert 
werden sollen, 

der Rechenauf wand zugunsten der eingesetzten Rechen- 
kapazitat und der Rechendauer minimiert werden soil, 
die Anzahl der pro Messung erfaSten Volumenelemente und 
somit das vermessene Gesamtvolumen maximiert werden 
soli , 

Signale von Molekulen, Molekiilkomplexen oder Zellen 
in hoher Verdiinnung analysiert werden sollen, 
die Prazision der ortsauf gelosten Erf assung von unter- 
geordneter Bedeutung ist, 

die Anzahl der ausgesandten Lichtquanten wahrend der 
Diffusion durch ein einzelnes Raumelement fiir eine 
Korrelation ausreichend ist. 

Erf indungsgemafi werden mindestens zwei MeSvolumina bei der 
Signalregistrierung in Objektebene gemeinsam oder in Gruppen 
zusammengef aSt auf mindestens ein Detektorelement eines 
photonenregistrierenden MeSsystems konfokal abgebildet, 

Zur Erfassung f luoreszierender Molekiile in sehr niedriger 
Konzentration wird das Probevolumen erf indungsgemaS vor der 
eigentlichen Messung und Entnahme mindestens eines Bestand- 
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teiles einem Scanning- ProzeS unterworfen, wobei durch kon- 
tinuierliche oder diskontinuierliche zeitliche Variation der 
Raumkoordinaten des MeSvolumens , relativ zu den Raum- 
koordinaten des Probevolumens , die Zeit zur Erfassung eines 
gesuchten Teilchens verkiirzt wird. Das Zeitintervall 6t fiir 
die Messung eines oder mehrerer Volumenelemente mit de- 
f inierten Raumkoordinaten vor einer Erfassung eines gesuchten 
Molekiils liber sein Fluoreszenz-Mefisignals ist dabei . kiirzer 
als die durchschnittliche Auf enthaltsdauer des gesuchten 
Molekiils innerhalb eines MeSvolumens . 

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens ist dadurch 
gekennzeichnet , daS eine Pore einer porosen Auf nahmevor- 
richtung dicht an das optische Mefivolumen herangefiihrt wird 
und die Auf nahmevorrichtung mit einer mechanisch, optisch 
oder elektrisch steuerbaren Entnahmevorrichtung verbunden 
ist. Sie umfaSt die Anordnung eines geschlossenen oder 
offenen Behaltnisses zur Aufnahme eines Probevolumens , 
gekoppelt mit einer MeEvorrichtung zur Ausleuchtung und/oder 
Messung eines kleinen Volumenelementes (Mefivolumen) durch 
elektromagnetische Strahlung und mindestens einer Verbindung 
zu mindestens einem zweiten Volumenelement in einer Aufnahme- 
vorrichtung, das mit dem Probevolumen durch eine Offnung in 
direktem Kontakt liber eine fliissige Phase steht, wobei die 
Offnung dem MeSvolumen vorzugsweise raumlich unmittelbar 
benachbart ist . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren findet besondere Verwendung 
zur praparativen Gewinnung unbekannter Pathogene, Immunogene 
Oder Organismen, die Teile eines Genoms funktional expri- 
mieren, sowie zur Analyse und praparativen Gewinnung kern- 
haltiger foetaler Zellen aus miitterlichem Blut . 

Derartige Probleme stehen im Zusammenhang mit Verfahren zur 
evolutiven Optimierung von Peptiden und/oder Proteinen durch 
Einsatz von Mutagenese-Verf ahren und Selektions-Verf ahren, 
wie sie beispielsweise in der international en Patetnanmeldung 
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PCT/EP 94/00117 vorgeschlagen werden. Es lassen sich ca. 10^ 
Bakterien in ihren Bindungseigenschaf ten zu spezifischen 
Farbstof f -markierten Substanzen innerhalb von 24 Stunden 
durchmustern z.B. auf die Anwesenheit eines Bakteriums, das 
ein Oberf lachenprotein/Peptid exprimiert, das die Fahigkeit 
besitzt, mit dem Zielmolekiil von vorgegebener Konzentration 
in Wechselwirkung zu treten. Das entsprechende Bakterium ist 
aus exnem ~solchen Reaktionsansatz mit .herkommlichen Methoden 
klonierbar bzw. mit dem erf indungsgemafien Verfahren direkt 
isolierbar . 

Ein weiteres bedeutendes Anwendungsf eld ergibt sich aus dem 
sogenannten Genomprojekt zur funktionalen Kartierung von Gen- 
segmenten aus genomischen Banken, cDNA Banken oder Banken 
subgenischer Strukturelemente (Shape Space) . Auf diese Weise 
lassen sich genomische und/oder subgenomische Segmente aus 
umf angreichen Kollektiven in ihrer Funktion, z.B. ihrem 
funktionalen Bindeverhalten zu Zielmolekulen bestimmen. 

Die Verwendung der beschriebenen Methodik der funktionalen 
Zuordnung genet isch kodierter Peptidsegmente kann insbe- 
sondere in der allergologischen Forschung grofie Bedeutung 
erlangen. Die Zuordnung von immundominanten Epitopen auf 
Allergenen (z.B. Aspergillus, Milchprotein, alpha-Amylase) 
ist von auSerordentlich groSer Bedeutung und bislang ein 
schwer zu losendes Problem. Typische Probleme der Praxis 
sind : 

Bestimmung der IgE-bindenden Molekule aus einem zumeist 
undef inierten Substanzgemisch. Bedeutsam ist beispiels- 
weise die Beantwortung der Frage, welche Bestandteile 
des Sojalecithins immunogen sind, die Reinsubstanz 
allein, die Reinsubstanz in ihrer Wechselwirkung mit 
Verunreinigungen des Praparates oder die Wechselwirkung 
mit Strukturen des Empf ange r organ ismus . Erf indungsgemafi 
lassen sich die unterschiedlichen immunogenen Sub- 
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stanzen in der Mischung mit markiertem IgE aus 
Patienten dif f erenzieren . 

Durch Expression subgenischer Gensegmente lassen sich 
mit dem oben genannten Verfahren die immun- 
dominanten Epitope eingrenzen, charakterisieren 
und praparativ darstellen. Mit diesen Ergebnissen 
lassen sich 

mit den in DE 41 12 44 0 C2 beschriebenen Methoden 
evolutiv analoge, funktionale Molekiile erzeugen, 
denen die entsprechenden Immundominanten Regionen 
fehlen, z.B. eine abgeschwacht immunogene alpha- - 
Amylase oder Waschmittel-Proteasen, 
die spezif ischen Epitope nach Standardmethoden einfach 
gentechnisch darstellen und als reine Nachweis- 
reagenzien einsetzen oder zur Desensibilisierung ver- 
wenden . 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren lassen sich bestimmte 
Aufgaben losen, die bislang nicht oder nur durch unver- 
haltnismafiig groSen Aufwand losbar gewesen sind. 

Screening von pharmakologisch aktiven Substanzen uber 
die Bindung bekannter Fluoreszenz-markierter Liganden 
an an sich unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen 
oder natiirlichen oder kiinstlichen Vesikel-Strukturen 
befinden konnen. 

Es gibt natiirliche und chemisch synthetisierte Wirkstoffe 
mit pharmakologischer Wirksamkeit, deren Zielmolekiile nicht 
bekannt sind. Die Zielmolekiile konnen dabei extrazellulare 
Molekiile sein (z.B. Protease-Hemmer) , Oberf lachen-Membran- - 
Rezeptoren (z.B. Insulin) , losliche Rezeptoren als Mediatoren 
(steroidhormonbindende Rezeptoren) oder zellulare losliche 
Strukturproteine oder Enzyme. 
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Erf indungsgemaS laSt sich somit die aufierst wichtige Aufgabe 
losen, zu einem bekannten Wirkstoff das pharmakologisch 
wichtige Zielmolekiil zu finden, zu charakterisieren und 
gegebenenf alls zu praparieren: 

Orphan-Rezeptor-Suche 

Aufklarung pharmakologischer Wirkmechanismen 
Suche'nacH analogen Wirkstoffen- . _ _ 
Suche und Dif f erenzierung unterschiedlicher Rezeptor- 
molekiile, vorzugsweise in dif f erenzierbaren bio- 
logischen Targets (unterschiedliche Zelldiff eren- 
zierung, Tumor/non-Tumor) , krankheitsassoziiert - nicht 
krankheitsassoziiert etc. 

Legende der Figuren 

Figur 1 

(Molekulsammler) 

Die schematische Zeichnung beschreibt das Prinzip der Vor- 
richtung, bei der durch eine Pore, die die offene Verbindung 
zwischen den Kompartimenten A und B darstellt, durch einen 
Druck- Oder Unterdruckpuls oder einen elektrischen Puis die 
Inhaltsstof f e aus einem kleinen Volumenelement aus dem 
Kompartiment A in ein Kompartiment B uberfiihrt werden kann. 
Ein Teil dieses Volumenelementes ist das dunkel symbolisierte 
MeSvolumen von < lO"-'-'* 1 unmittelbar vor der Pore, in dem die 
FCS-Analyse stattfindet. Eine Zelle oder ein makromolekularer 
Komplex lafit sich auch durch einen entsprechend gerichteten 
Lichtdruck mittels eines Laserpulses erreichen, der senkrecht 
zum Porendurchmesser erfolgt und zum Transport eines als 
gewiinscht erkannten Komplexes in die Auf nahmevorrichtung des 
Kompartiment B gefiihrt werden kann. 
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Figur 2 

(FCS-Selektion einzelner Mikroorganismen mit gezielter 
Fraktionierung) 

Die Figur zeigt die erf indungsgemaSe FCS-Selektion einzelner 
Mikroorganismen mit gezielter Fraktionierung aus einem 
kontinuierlich oder diskontinuierlich bewegten Probevolumen . 
Das FCS-Mefivolumen befindet sich unmittelbar vor der Offnung 
einer kapillaren Pore und ist durch die schraffierte Saule 
im Fokussierungskegel der FCS-Laserausleuchtung oder Nahfeld- 
ausleuchtung gekennzeichnet . Jewells in kosekutiven Schritten 
lassen sich rechnergesteuert als positiv identif izierte 
Mefivolumina gemeinsam mit einem umgebenden Volumen aus der 
Probevorrichtung in die Auf nahmevorrichtung trasportieren . 
Dies gelingt z. B. durch Anschlufi einer Microdrop-Dispenser- 
Vorrichtung oder z.B. in einfacher Ausfiihrung durch An- 
kopplung einer schrittmotorgesteuerten Sprit ze (nl-Auf nahme/ 
Schritt) Oder einen elektrischen Puis. So konnen wahrend 
einer Messung mehrere Volumenelemente in der Aufnahmevor- 
richtung akkumuliert werden. 

Figur 3 

(Kaskadenanreicherung) 

Durch serielles Aneinanderschalten von Trennvorrichtungen, 
wie sie in Figur 2 beschrieben sind, lafit sich die Trenn- 
leistung steigern. Dies ist beispielsweise bedeutungsvoll , 
wenn aus einem hochkomplexen Gemisch (10"''^ Partikel) von z, 
B. rekombinaten Bakterien oder Phagen in hoher Konzentration 
einzelne Partikel moglichst hintergrundsf rei ausgesondert 
werden sollen. 

Figur 4 

(FCS-Selektion einzelner Mikroorganismen) 
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Die Abbildung beschreibt eine Vorrichtung, mit der Bakterien 
aus Gemischen ausgesondert werden konnen, die bestimmte, 
durch FCS zu messende Eigenschaf ten exprimieren . Es wird 
einem kapillaren FlieSsystem ein zunachst nicht induziertes 
Bakteriengemisch zugef lihrt . In einer Mischkammer wird bei- 
spielsweise IPTG als ein expressionsinduzierendes Reagenz 
zugef lihrt. Nach hinreichend langer Flufizeit wird dem Ex- 
press lohsprodukt -ein Assay- Syst em. mij:_ Markermolekulen zu- 
gef lihrt, die sich anschliefiend an einer definierten Position 
in ihrer Wechselwirkung mit einem etwaigen Express ionsprodukt 
messen lassen. Die Abbildung soil dariiber hinaus andeuten, 
daS ein positiv identif iziertes MeSvolumen auch an einer 
raumlich und zeitlich entfernten Position abgenommen werden 
kann, sofern die Raum/Zeit-Koordinaten in einem bekannten 
und definierten Verhaltnis zueinander stehen. 

Figur 5 

(Nachweis und Preparation neuer Pathogene) 

Die Abbildung demonstriert die erf indungsgemaSe Vorgehens- 
weise bei der Selektion von unbekannten Pathogenen, die sich 
durch Kreuzkorrelation mittels FCS detektieren lassen, wobei 
die unterschiedlich markierten Antikorper, die gegen ein 
bestimmtes Pathogen gerichtet sind, vorzugsweise aus unter- 
schiedlichen Patienten stammen konnen. 
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Anspruche 

1 . Verf ahren zur Entnahme von einem oder wenigen Bestand- 
teilen eines Sytems wie Molekiile, Molekulkomplexe , 
Vesikel, Micellen, Zellen, gegebenenf alls mit einem 
dazugehorigen Volumenelement (Entnahmevolumen)-. V, 10" 
^ s V s lO'-^® 1, aus einem groSeren Volumen einer die 
2U entnehmenden kleinen Bestandteile enthaltenen Um- 
gebung (Probe volumen) durch Transfer des Bestandteiles 

' Oder der Bestandteile in eine andere Umgebung, wobei 
Ort und Zeit der Entnahme durch ein mit dem zu entneh- 
menden kleinen Bestandteil korrelierendes Signal fest- 
gelegt wird. 

2. Verf ahren gemaS Anspruch 1, dadurch (gekennzeichnet , 
dais das Probevolumen mit der anderen Umgebung in Form 
einer Auf nahmevorrichtung durch eine Pore einer 
Kapillare oder Membranwandung verbunden ist, deren 
engste Offnung D durch 100 ^m s D s 0,1 ^tm gegeben ist . 

3. Verf ahren gemaS Anspruchen 1 und/oder, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens eine Entnahme in ein oder 
mehreren Schritten in ein und dieselbe Auf nahme- 
vorrichtung erfolgt, wobei die einzelnen Entnahmevor- 
gange jeweils unabhangig voneinander nach Art eines 
Sammelvorganges erf olgen . 

4 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 - 3 , 
dadurch gekennzeichnet , daS die Entnahme liber einen 
gerichteten Transport des Volumenelementes durch min- 
destens einen elektrischen Spannungs-oder Feldimpuls 
erfolgt und/oder mechanisch durch mindestens einen 
Druckdif f erenzpuls und/oder durch mindestens einen 
Lichtdruckpuls . 
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5 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 2 - 4 , 
dadurch gekennzeichnet , daS die Auf nahmevorrichtung 
eine Kapillare ist, deren Lumen groSer ist als der 
Durchmesser der Pore oder Kapillarenspitze , deren 
Offnung mit dem Probevolumen in direktetn Kontakt steht. 

6 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1-5 
dadurch gekehnzeichnet-, -daS die -Entnahme gezielt uber 
einen elektrischen Feldimpuls liber das mindestens 
einmalige, kurzzeitige Anlegen eines elektrischen 
Feldes zum Zweck einer Elektrophorese elektrisch ge- 
ladener Bestandteile und/oder zum Zweck einer 
Elektroosmose mit gekoppeltem Transport elektrisch 
neutraler Molekiile erfolgt, indem eine Elektrode mit 
der Losung auf Seiten des Probevolumens elektrisch 
leitend in Kontakt steht und die andere Elektrode auf 
Seiten der Auf nahmevorrichtung elektrisch leitend in 
Kontakt steht mit der Losung und der leitende Kontakt 
zwischen beiden Kompartimenten liber die Pore herge- 
stellt wird. 



7. Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Entnahme gezielt uber 
einen mechanischen Druckimpuls durch mindestens ein- 
malige kurzzeitige Erhohung des Druckes im Volumen 
auSerhalb des Auf nahmekompartimentes im Vergleich zum 
Druck innerhalb des Auf nahmekompartimentes entsteht 
und/oder durch eine kurzzeitige Druckminderung inner- 
halb des Auf nahmekompartimentes . 

8. Verf ahren gemaS Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet , dafi 
der Unterdruckpuls durch ein piezo-gesteuertes 
Dispensiermodul entsteht, dessen Fiillvolumen sich 
innerhalb des Auf nahmekompartimentes bef indet und/oder 
daS der Druckpuls und/oder Unterdruckpuls dadurch 
erfolgt, daS durch vorzugsweise Schrittmotor gesteuerte 
Hubanderung einer gekoppelten Kolbenspritzenvorrichtung 
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das Volumen der Auf nahmevorrichtung vergrofiert wird 
Oder das Probe volumen zugunsten der Auf nahmevorrichtung 
verkleinert wird. 

9. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 6-8, 
dadurch gekennzeichnet , daS die GroSe des auf genommenen 
Volumens iiber die Anzahl der dispensierten Tropfen oder 
der Schritte des Schrittmotors gesteuert wird.. 

10. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet , daS das korrelierende Signal 
den Entnahmezeitpunkt triggert, der in dem Moment 
erfolgt, wenn sich das oder die zu entnehmende Partikel 
mit hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb des Entnahme- 
volumens bef indet . 

11. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 2-10 
dadurch gekennzeichnet , daS die zeitliche und/oder 
ortsspezif ische Korrelation zwischen einer Analyse 
eines Subvolumens des Probevolumens (MeSvolumen) inner- 
halb des Volumenelementes V und einer Entnahme eines 
gewiinschten Bestandteiles durch Entnahme des Volumen- 
elementes V Rechner/Software-gestiitzt vorgenommen wird, 
wobei sich mindestens ein Bestandteil, das im Volumen- 
element V analysiert wurde, beim Entnahmevorgang im 
auf genommenen Volumenelement V bef indet, wobei die Pore 
der Auf nahmevorichtung mechanisch an das Volumenelement 
herangefiihrt wird und/oder das Volumenelement V oder 
Bestandteile davon mit vorbestimmter zeitlicher Korre- 
lation liber einen Transport im Flufi oder liber elektro- 
statische oder magnetische Feldgradienten oder Bestand- 
teile davon an die Pore des Auf nahmekompartimentes 
zeitlich korreliert transportiert wird und/oder die 
Analyse geometrisch unmittelbar vor der Pore des Auf- 
nahmekompartimentes erfolgt . 
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12. Verfahren gema£ Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , 
daS das Subvolumen (MeSvolumen) kleiner als das 
Volumenelement V ist . 



13. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1-12, 
dadurch gekennzeichnet , dafi das korrelierende Signal 
liber ein optisches Analysesystem ermittelt wird, das 
spezifische -Molekuleigenscha_ften in kleinen Volumen- 
elementen von < 10'^^ 1 analysieren kann, insbesondere 
Analysensysteme auf der Basis der konfokalen Laser- 
Korrelationsspektroskopie oder auf der Basis der 
Nahf eldspektroskopie , dessen Signal on line und Soft- 
ware gesteuert zeitlich einen gezielten Entnahmevorgang 
steuert . 



14. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die gekoppelten Analyse- 
und Entnahmevorgange kaskadenf ormig aneinandergereiht 
werden, wobei die auf genommenen Probenvolumina mit oder 
ohne Verdiinnungsschritt nachfolgend wiederum einer 
Analyse ausgesetzt werden und wiederum in ange- 
reicherter Form durch eine zweite und/oder weitere 
Entnahmeeinheit nach erfolgter Analyse entnommen werden 
konnen • 



15 . Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 - 14 , 
dadurch gekennzeichnet, daS Bestandteile entnommen 
werden, die mit mindestens einem Reagens einen Komplex 
bilden, der spektroskopisch erfaSt werden kann. 

16. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1-15, 
dadurch gekennzeichnet, daS Bestandteile entnommen 
werden, die bislang nicht beziiglich ihrer molekularen 
Natur bekannt sind, Molekule, Zellen, Vesikel, Molekul- 
komplexe, die sich liber eine Wechselwirkung mit be- 
kannten Strukturen oder Wirkungen wie enzymatische 
Wirkung oder eine Komplexbildung identif izieren lassen. 
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17. Verfahren gemaS Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , 
daS die unbekannten Partikel Pathogene oder Immunogene 
sind, die gezielt entnommen werden, indem Seren von 
mindestens einem Organismus gewonnen werden, wobei 
mindestens ein Serum (Serum 1) , aus der Phase einer 
akuten Infektion durch ein auch bislang nicht identi- 
fiziertes (unbekanntes) Pathogen oder Immunogen ge- 
wonnen wird und mindestens ein Serum (Serum 2) aus 
demselben oder mindestens einem weiteren Organismus mit 
gleicher oder homologer Infektion aus der Phase der 
chronischen Infektion gewonnen wird, wobei das auch 
unbekannte Pathogen oder Immunogen aus Serum 1 mit 
mittelbar oder unmittelbar f luoreszenz-markierten Anti- 
korpern aus Serum 2 zur meSbaren Komplexbildung ge- 
bracht wird. 

18. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 16 - 17 
dadurch gekennzeichnet , dafi liber Kreuzkorrelation die 
gleichzeitige Bindung von Liganden mit unterschied- 
lichen Fluoreszenzsignalen, z. B, markierte Antikorper 
aus unterschiedlichen Organismen, bestiramt wird. 

19. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 16-18, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Markierung der Anti- 
korper unmittelbar uber mindestens eine Reaktion mit 
kopplungsf ahigen Farbstoffen oder mittelbar durch 
Reaktion mit Farbstof f -markierten, Antikorper-Binde- 
domanen, insbesondere Protein A-Derivaten oder Protein 
G-Derivaten erf olgt . 

20. Verfahren gemaS mindestens einen der Anspruche 1-19 
dadurch gekennzeichnet, daS die auch unbekannten 
Partikel an sich bekannte Mikroorganismen, oder Vesikel 
sind, wobei als Merkmal spezifische Wechselwirkungen 
oder enzymatische Aktivitaten mit f luoreszenz-markier- 
ten Zielmolekiilen zu oberf lachen-exprimierten oder 
cytosolisch-exprimierten Strukturelementen natiirlicher 
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Oder genetisch rekombinierter Proteine oder Peptide 
detektiert werden . 



21. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1-20, 
dadurch gekennzeichnet , dafi das MeSvolumen sich aus 
parallel ausgeleuchteten UntermeSvolumina zusammen- 
setzt, wobei die gleichzeitige Ausleuchtung mehrerer 

" MeSvolumina -durch mindestens_ eine Strahlenquelle fur 
elektromagnet ische Strahlung durch Verwendung 
mindestens eines holographischen Gitters erf olgt . 

22. Verfahren gemaS Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , 
dafi die Registrierung von Fluoreszenzsignalen aus 
mindestens einem MeSvolumen durch konfokale Abbildung 
durch Verwendung einer Mehrzahl konfokaler Lochblenden 
in Objektebene oder Einkopplung der Signale in Licht- 
leiter in der Objektebene oder durch Multiarray- 
detektoren in Objektebene erf olgt . 

23. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 21-22, 
dadurch gekennzeichnet , daS zur Durchfuhrung paralleli- 
sierter Messungen an mindestens zwei Mefivolumina bei 
der Signalregistrierung in Objektebene mindestens zwei 
Mefivolumina gemeinsam oder in Gruppen zusammengef aSt 
auf mindestens ein Detektorelement eines Photonenre- 
gistrierenden MeSsystems konfokal abgebildet werden. 

24. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1-23, 
dadurch gekennzeichnet, daS zur Erfassung fluores- 
zierender Molekiile in sehr niedriger Konzentration das 
Probevolumen vor der eigentlichen Messung und Entnahme 
mindestens eines Bestandteiles einem Scanning- ProzeiS 
unterworfen wird, wobei die Zeit zur Erfassung eines 
gesuchten Teilchens verkiirzt wird, indem die Raumkoor- 
dinaten des Mefivolumens relativ zu den Raumkoordinaten 
des Probevolumens zeitlich diskontinuierlich oder 
kontinuierlich variert werden. 
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25. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1-24, 
dadurch gekennzeichnet , daS das Zeitintervall 6t fur 
die Messung eines oder mehrerer Volumenelemente mit 
definierten Raumkoordinaten vor einer Erfassung eines 
gesuchten Molekiils liber sein Fluoreszenz-Mefisignal 
kiirzer ist als die durchschnittliche Auf enthaltsdauer 
des gesuchten Molekiils innerhalb eines MelSvolumens . 

26. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens gemafi 
mindestens einem der Anspriiche 2-25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Pore einer Auf nahmevorrichtung dicht 
an das Mefivolumen herangefiihrt wird, die Auf nahmevor- 
richtung mit einer mechanisch, optisch oder elektrisch 
steuerbaren Entnahmevorichtung verbunden ist . 

27. Vorrichtung gemaS Anspruch 26, bestehend aus einer An- 
ordnung eines geschlossenen oder offenen Behaltnisses 
zur Aufnahme eines Probevolumens , gekoppelt mit einer 
Mefivorrichtung zur Ausleuchtung und/oder Messung eines 
kleinen Volumenelementes (MeSvolumen) durch elektro- 
magnetische Strahlung und mindestens einer Verbindung 
zu mindestens einem zweiten Volumenelement , das mit dem 
Probevolumen durch eine Offnung in direktem Kontakt 
iiber eine fliissige Phase steht, wobei die Offnung dem 
MeSvolumen vorzugsweise raumlich unmittelbar benachbart 
ist . 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der 
Anspruche 1 - 27, zur praparativen Gewinnung nicht 
identif izierter Pathogene, Immunogene oder Organismen, 
die Telle eines Genoms funktional exprimieren. 

Verwendung des Verfahrens gemafi mindestens einem der 
Anspruche 1-25 zur Herstellung genetischer Sonden zur 
Auf f indung/Detektion/Klonierung funktionalen Elemente 
eines Gesamtgenoms und/oder davon abgeleiteter 
Diagnostika und/oder Therapeutika . 



28 . 



29 . 
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30. Verwendung des Verfahrens gemafi mindestens einem der 
Anspriiche 1 - 25, zur Analyse und praparativen Ge- 
winnung kernhaltiger foetaler Zellen aus mutterlichem 
Blut . 

31. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der 
Anspriiche 1-25, zur Detektion und praparativen Ge- 
winnung mindestens eines spezif ischen Gens eines. Mikro- 
organismus, dessen mindestens ein Genprodukt auf der 
inneren oder auSeren Zellmembran oder Virushiille pra- 
sentiert ist. 

32. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der 
Anspriiche 1 - 25, zur Funktionsbestimmung von Gen- 
produkten definierter Gensegmente . 
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PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol.91, no. 13, 21 June 1994, WASHINGTON US 
pages 5740 - 5747 

EIGEN ET AL. 'sorting single molecules: 
application to diagnostic and evolutionary 
biotechnology' 



1,28-32 



US, A, 4 887 721 (MARTIN ET AL.) 19 December 
1989 

line 7-25 
line 5-63 

line 59 - column 6, line 8 
line 22-41 



see column 

see column 

see column 

see column 



I. 3-5, 
10,15 

II, 28-32 



-/-- 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



Patent family members arc listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

'A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
'E* earlier document but published on or after the international 

fUing date 

'L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P' document published prior to the mtemational filing date but 
later than the priority dale claimed 



'T" later document published after the international filing date 
or priority dale and not in conflict with the application but 
dtcd to understand the principle or theory undcriying the 
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SCIENCES OF USA, 
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Seiten 5740 - 5747 

EIGEN ET AL. 'sorting single molecules: 
application to diagnostic and evolutionary 
biotechnology' 

US, A, 4 887 721 (MARTIN ET AL.) 19. 
Dezember 1989 

siehe Spalte 3, Zeile 7-25 

siehe Spalte 4, Zeile 5-63 

siehe Spalte 5, Zeile 59 - Spalte 6, Zeile 

8 

siehe Spalte 6, Zeile 22-41 
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I, 3-5, 
10,15 

II, 28-32 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patcntfamilie 



** Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E* al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verofTentlicht worden ist 

"L' Veroffentlichung, die gceignet ist, einen E*rioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchcnbcricht genannten Veroffentlichung belegt wcrden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

'O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaOnahmen bezieht 

'P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffenthcht worden ist 



'T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfmdung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X' Veroffentlichung von bcsonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfmdung 
kann allcin aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkcit beruhend betrachtct werden 

"Y* Veroffentlichung von bcsonderer Bedeutun© die beanspruchte Erfmdung 
kann nicht als auf erfinderischer Tati^eit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit dner oder mehreren anderen 
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Bezel chnung der Veroffentlichung, sowcit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommcnden Teile 


Betr. Aaspruch Nr. 




X 
A 


NATURE, 

Bd.33o! Nr. 24, 31. Dezember 1987 
Seiten 769 - 771 

A. ASHKIN ET AL. 'optical trapping and 
manipulation of single cells using 
infrared laser beams* 
siehe Seite 770, Spalte 1, Absatz 3 - 
Spalte 2, Absatz 1 




1-5 
28-32 




A 


US, A, 5 030 002 (BECTON DICKINSON) 9. Juli 
- -1991 - - - 

siehe Spalte 10, Zeile 49 - Spalte ll," - - 
Zeile 10; Abbildungen 5,6 
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US, A, 4 756 427 (H. GOEHDE ET AL.) 12. Juli 
1988 

siehe Soalte 6 Zeile 49 - Soalte 7, Zeile 
52; Abbildungen 5,7 
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US, A, 4 784 737 (RAY ET AL.) 15. November 
1988 

siehe Spalte 4, Zeile 33 - Spalte 5, Zeile 
10 

siehe Spalte 5, Zeile 27-60 




1 
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DE,A,37 07 111 (MAX-PLACK-GESELLSCHAFT ZUR 
FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN) 22. 
September 1988 

siehe Zusammenfassung; Abbildung 1 
siehe Spalte 5, Zeile 56-61 
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VERTRAGiiK^R DIE INTERNATIONALE Z||&4 
^^^ DEM GEBIET DES PATENT^^|B 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



^\MMENARBEIT 

ENS 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

g51019woMehg 


WFITFRFS siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationaJen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/IS A/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ EP 95/ 02344 


Internationales Anmeldedatum 
' ( TagiMonatiJahr ) 

16/06/95 


(Fruhesles) Prioritatsdatutn ( TagiMonatiJahr) 

17/06/94 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH et ~aT. " - ^ - 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehbrde erstellt und wird dem Annnelder gemafi 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro QbermittelL 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaflt insgesamt 3 



Blatter. 



I )( I Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. I I Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. 1^ {Vtangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

3. rn In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotide und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des SequenzprotokoUs durchgefuhrt, 

I I das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

[ [ das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

[ I dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, daC der Inhalt des ProtokoUs nicht uber den 
— Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

[ I das von der Internationalen Recherchenbehbrde in die ordnungsgemaI3e Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezetchnung der Erfindung 

[ )( I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behbrde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[)(] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behbrde 
— festgesetzL Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehbrde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verbffentlichen: 

Abb. Nr. 2 Q ^^"^ Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

[Y1 weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[ I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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This REPORT consists of a total of 
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sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see 
Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These aruiexes consist of a total of 



sheets. 
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Basis of the report 

II ^] Priority 

III Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV I I Lack of unity of the invention 
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I— I citations and explanations supporting such statement 
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the drawings. 
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> — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELMmARY EXAMINATION REPORT 



Tn^^pional application No. 
PCT/EP 95/02344 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard t novelty, inventive step r industrial applicability; 



' citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 1-32 YES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims YES 

Claims 1-32 nO 

Industrial applicability (lA) ' ~ " Claims - - _ . -^ "-^^ YES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



1. The following documents are mentioned in this 
report : 

Dl ... Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the USA, Vol.91, No . 13 , 21. June 1994, 
Washington, USA, pp. 5740-5747, Eigen et al : Sorting 
single molecules: application to diagnostic and 
evolutionary biotechnology - P document (see Box VI 
of this report) 

D2 ... US-A-4 887 721 

D3 ... Nature, Vol.330, No, 24, 31 December 1987, 
pp. 769-771, A. Ashkin et al: Optical trapping and 
manipulation of single cells using infrared laser 
beams 

D4 ... US-A-5 030 002 
D5 ... US-A-4 756 427 

D6 ... Weber and Greulich, Int. Rev. Cytol . , 1992, 
133, pp. 1-41 

Examples of disclosures of fluorescent correlation 
spectroscopy: 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELl 



fARY EXAMINATION REPORT 




4 



D7 



Topics in Fluorescence Spectroscopy, Vol. l 



"Techniques", edited by Joseph R. Lakowicz. Plenum 
Press New York and London, 1991, pages 344-345, 

D8 ... WO-A-94/16313 - P document (see Box VI of 
this report) published after the priority dates of 
this application, but see the search report 
_ . documents in that document) . 

2 . Claim 1 

a. D2 refers to the extraction of a component by a 
second laser beam (see Abstract) . As a video system 
42 and a computer are used, which may be considered 
a system of optical analysis according to claim 1, 
lines 12-13, information is acquired on the time and 
place of extraction (see also column 6, lines 34- 
41) . It appears obvious that the extraction volume 
elements lie within the claimed range. 

b. Mention is made in the first paragraph of D3 of 
the possibility of using a laser beam to extract 
cells (laser trapping"). The exact time and place 
of the extraction are available from the video 
signal. The microscope or video system may be 
considered an optical analysis system. It would 
appear obvious from the use of the laser trapping 
process that the extraction volume elements lie 
within the claimed range (see also page 769, bottom 
of the left-hand column) . 

c. In D4, a tube 93 controlled by driver circuitry 
98 is moved in such a way as to extract selected 
cells (see column 10, lines 49-55 and column 11, 
lines 42-45) . The driver signal contains information 
on the time of extraction. The place of extraction 
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INTERNATIONAL PREC 




ARY EXAMINATION REPORT 




I^^pitional application No. 
PCT/EP 95/02344 



is also implicit in this signal. A fluorescence 
meter is used as an optical analysis system. It 
seems obvious that the extraction volume elements 
lie in the claimed range (see dimensions of the tube 
opening 94, column 10, lines 55-67) . 
d. D5 discloses a system very similar to the 
arrangement in D4 , It seems obvious that the 



extraction volume elements lie in the claimed range. 



e. D6 (see, for example, figure 2 on page 8) 
discloses systems for the extraction of cells, and 
using video and computer equipment (optical analysis 
system) and providing information about the place 
and time of extraction. It seems obvious that the 
extraction volume elements lie in the claimed range 
because here, too, a laser is used. 

Claim 26 

To the extent it can be understood, the subject of 
claim 26 is also devoid of an inventive step in the 
light of one of the documents D2-D6. 

Dependent claims (2-25, 27-32) 
The dependent claims apparently include no 
additional features that involve any inventive step 
either because they result from the subject of claim 
1 or 26 or else they relate to common design 
processes or applications that a person skilled in 
the art would use under the given circumstances . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI . Certain published documents 

Dl ... Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the USA, Vol.91, No, 13, 21 June 1994, 
Washington, USA, pp . 5740 - 5747 , Eigen et al : Sorting 
single molecules: application to diagnostic and 
evolutionary brotechnology. , 



The priority documents were not available at the 
time of the examination. Dl was published before 
the second but after the first priority date. 
Dl seems to contain all the features of claims 1 
and 26 - see Abstract, and, for example, on page 
574 0, the first two paragraphs on the extraction of 
components and in the middle of page 5741, "For 
this purpose ..." to the right-hand column, 
"correlated fluctuations . . . within a time 
interval" in relation to correlation of time and 
place. Dl also seems to disclose both the claimed 
element volume and the claimed analysis system, see 
p. 5741, left-hand column). 



D8 ... WO-A-94/16313 . 
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INTERNATIONAL P^LIMBS ARY EXAMINATION REPORT / EP 95/02344 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

The requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) have not been met 
as the description made no mention of documents D2 to D5 . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Clarity 

1. The wording of claim 1, "whereby ... is determined" 
is incomprehensible. It is unclear what features 
such a signal has in order to determine the time and 
place of extraction. - Even upon reading the 
description, very little information is to be found 
on the nature of this signal or on how it is 
generated. The term "correlating signal" is 
unclear . 

2 . The wording beginning with "especially" has no 
limiting effect on the claim. In this respect, the 
special analysis devices referred to are merely 
optional and should therefore appear as the subject 
of dependent claims. Furthermore, the last two 
lines of the claim are very vague. The claimed 
optical analysis system that " can " analyse specific 
molecular characteristics could therefore equally be 
a microscope or a fluorescence metering system. 

3. As the wording, "for conducting" in claim 26 has no 
clear limiting effect, the subject of the device 
claim is not limited to the process in claim 1. All 
the features of the apparatus that are necessary for 
carrying out the process should have been listed. 
The measuring volume is not part of the apparatus 
and hence the reference to a dimension of that 
volume has no limiting effect. 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



^ PCT 

» NOTIFICATION CONCERNING 

CI IRIUIICQIOM Oil DOIODITV n/^ct lllilCriVITO 

(PCT Administrative Instructions, Section 411) 


To: 

MEYERb, Hans-Wilhelm 
Delchnnannhaus ann Hauptbahnhof 
D-50667 Koln 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/mo nth/year) 
24 July 1995 (24.07.95) 


Applicant's or agenfs file reference 

951019WO Me/hg 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP95/02344 


international filing date (day/month/year) 

16 June 1995 (16.06.95) 


Priority date (day/mo nth/year) 
17 June 1994 (17.06.94) 


Applicant 

EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH et al 



The applicant is hereby notified of the date of receipt by the international Bureau of the priority document(s) relating to the 
following applfcation(s): 



Priority application No: 

P 44 22 313.7 
P 44 22 290.4 



Priority date: 

17 Jun 1994(17.06.94) 
25 Jun 1994 (25.06.94) 



Priority country: Date of receipt of priority document: 

DE 20 Jul 1995 (20.07.95) 

DE 20 Jul 1995 (20.07.95) 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer ^^-^^ 

B. Schmitt 

Telephone No.: (41-22)730.91.11 
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Patent cooperation treaty 



wo 95/35492 
PCT/EP95/02344 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 

28 December 1995 (28.12.95) 



To: 



MEYERS, Hans-Wilhelm 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
D-50667 Koln f; 
ALLEMAGNE ^ - ^-^--^ 




ORTA NT NpTlCfc" 




Applicant's or agent's file reference 
951019WO Me/hg 



International application No. 
PCT/EP95/02344 


International filing date 

16 June 1995 (16.06.95) 


Priority date \ 
17 June 1994 (17.06.94) j/ 


Applicant 

EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH et al 



/ 



1. Notice is hereby given that the Internationa! Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice; 



AU,BR,CA,CN,CZ,EP,FI,HU,JP,KP,KR,LK,NO,NZ,PL,RO,RU,SK,US,VN 

2. In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, each designated Office will accept the present Notice as conclusive evidence 
that the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no 
copy of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Offices. 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
28 December 1995 (28.12.95) under No. WO 95/35492 



REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31{2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from" the 
priority date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent international 
Preliminary Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 1 9-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter 11 has 
the right to file a demand for internationi preliminary examination. 



REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of WlPO 
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34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 730.91.11 



Form PCT/IB/308 (July 1992) 



941404 



Continuation of Form PCT/IB/308 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE COMMUNICATION OF 
THE INTERNATIONAL APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 



WO 95/35492 
PCT/EP95/02344 



r^te of mailing (day/month/year) 

i 28 December 1 995 (28. 1 2.95) 



Applicant's or agent* s file reference 
951019WO Me/hg 



IMPORTANT NOTICE 



International application No. 
PCT/EP95/02344 



The designated Office(s) of: 

AM,AP,BB,BG,BY,EE,GEJS,KG,KZ,LR,LT,LV,MD,MG,MN,MX,OA,SG,SI,TJJM,TT,UA,UG,UZ 

has (have) waived the requirement for such a communication, but nevertheless a copy of the international application need not be 
furnished by the applicant to the Office(s) concerned. 
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951019woMe/kk 


WEITERES siehe Mitteilung Uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 93/ 02344 


Internationales Anmeldedatum 
( Tag/Monat/Jahr) 

16/06/1995 


Prioritatsdatum ( TaglMonatfJahr) 

17/06/1994 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

GOlNl/00 ~ - - 


Anmelder 

EVOTEC BIOSYSTEMS GMBH et al. 



1 . Der internationale vorlaufige PrUfungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafl Artikel 36 iibermittelL 



Dieser BE RIGHT umfaflt insgesamt 

0': 



Blatter einschlieQlich dieses Deckblatts. 



Auflerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspriichen und/oder 
Zeichnungen, die geanderte wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blattter mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

2: 



Diese Anlagen umfassen insgesamt , 



Blatter. 



3. 



Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 

I I X| Grundlage des Berichts 
11 Q Prioritat 

III I I Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erflnderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V J^l Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfmderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StUtzung dieser Feststellung 



VI 



Bestimmte angefUhrte Unterlagen 
VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
14/12/1995 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 3. 09. 96 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-S0298 MOnchen 

Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: ( + 49-89) 2399-4465 



BevoUmachtigter Bediensteter 



Tel. 
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Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt)(Januar 1994) 



fiiternationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORIAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP95/02 344 



I. Grundlage des Berichts 



1. Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeaiat auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt wurdeH; gelten iiQ Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 



[ ] der internationalen Aniaeldimg in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



[X] der Beschreibung, Seite/n 1-23. 

Seite/n 

Seite/n 

Seite/n 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
eingereicht lit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben von ' 
eingereicht mit Schreiben von 



[x] der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 



Nr. 1-3 2_ 
Nr. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 
eingereicht rait den Antrag. 
eingereicht mit Schreiben voi 27.06.96. 
eingereicht rait Schreiben vom _. 



[x] der Zeichnungen, Blatt/Abb. l/5-5/5_ 



Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht mit dem Antrag. 
eingereicht rait Schreiben 

vom . 

eingereicht rait Schreiben 
vora . 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite " 

[ ] Anspruche: Nr. . 

[ ] Zeichnungen: Blatt/Abb. . 

3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Beraerkungen: 



Forrablatt PCT/IPEA/409 (Blatt 1) (Januar 1994) 



ft 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02344 



V. Beqrundete Peststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tati^eit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Peststellung 



1. PESTSTELLUNG 



Neuheit Anspruche 1-32 JA 

Anspruche NEIN 

Erf inderische Tatigkeit Anspruche JA 

Anspruche 1-3 2 NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-3 2 JA 

Anspruche NEIN 



2. DNTERLAGEN DND ERLADTERONGEN 

1, In diesem Bericht sind folgende Dokumente genannt: 

Dl Proceedings of the National Acadamy of Sciences 

of USA Bd. 91, Nr. 13, 21 Juni 1994, Washington US Sei- 
ten 5740-5747 Eigen et al : Sorting single molecules: 
application to diagnostic and evolutionary biotechnology 
- P-Dokument (Siehe Teil VI dieses Berichts) 

D2 US-A-4887721 

D3.. Nature Bd. 330, Nr. 24 31 Dezember 1987 Seiten 

769-771 A.Ashkin et al: optical trapping and 
manipulation of single cells using infrared laser beams 

D4 US-A-5030002 

D5 US-A-4756427 

D6 Weber und Greulich, Int. Rev. Cytol., 1992, 133, 

pp. 1-41 

Examples of disclosures of fluoresence correlation 
spectroscopy: 

D7 Topics in Fluorescence Spectroscopy Volume 1 



Fonoblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



"Techniques", edited by Joseph R. Lakowicz, Plenum 
Press New York and London 1991, pages 344-345 

D8 WO-A-94/16313 - P-Dokument (siehe Teil VI dieses 

Berichts) ( verof f entlicht nach dem Prioritatsdaten der 
vorliegenden Anmeldung, siehe aber Dokumente des 
Recherchenberichts dieses Dokuments) 

2 . Anspruch 1 

a. In D2 erfolgt die Entnahme eines Bestandteils durch 
den zweiten Laserstrahl (siehe Zusaininenfassung) • Weil 
ein Videosystem 42 und ein Computer verwendet werden, 
die als optisches Analysesystem gemaB Anspruch 1, Zeilen 
12-13, angesehen werden konnen, bekommt man Informatio- 
nen uber Ort und Zeit der Entnahme (siehe auch Spalte 6, 
Zeilen 34-41). Es scheint naheliegend zu sein, daB die 
Entnahmevolumenelemente im beanspruchten Bereich liegen. 

b. Im ersten Absatz von D3 wird erwahnt, daB ein Laser- 
strahl verwendet werden kann, um Zeilen zu entnehmen 
("laser trapping"). Die genaue Zeit und der genaue Ort 
der Entnahme stehen wegen des Videosignals zur Verfii- 
gung. Das Mikroskop oder das Videosystem kann als opti- 
sches Analysesystem angesehen werden. Wegen der Verwen- 
dung des "laser trapping" Verfahrens, scheint es 
naheliegend zu sein, daS die Entnahmevolumenelemente im 
beanspruchten Bereich liegen (siehe auch Seite 769, 
linke Spalte, unten) . 

c. In D4 wird ein von einer Treiberschaltung 98 gesteu- 
ertes Rohr 93 bewegt, um ausgewahlte Zeilen zu entnehmen 
(siehe Spalte 10, Zeilen 49-55 und Spalte 11, Zeilen 
42-45). Das Treibersignal enthalt Information uber die 
Zeit der Entnahme. Der Ort ist auch implizit in diesem 
Signal enthalten. Ein FluoreszenzmeBgerat wird als opti- 
sches Analysesystem eingesetzt. Es scheint naheliegend 
zu sein, daB die Entnahmevolumenelemente im beanspruch- 
ten Bereich liegen (siehe Dimensionen der Offnung des 
Rohres 94, Spalte 10, Zeilen 55-67). 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02344 



Foniblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 3) (Januar 1994) 
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d. D5 offenbart ein System, das der Vorrichtung von D4 
sehr ahnelt. Es scheint nahel legend zu sein, daB die 
Entnahmevolumenelemente im beanspruchten Bereich liegen. 

e. D6 (siehe z.B, die Figur 2 auf Seite 8) offenbart Sy- 
steme zur Entnahme von Zellen, die auch Video- und Com- 
puteranlagen (optisches Analysesystem) besitzen, die Si- 
gnale mit Information liber Zeit und Ort der Entnahme 

" lief em. Es- scheint naheliegend zu sein, daS die Entnah- 
mevolumenelemente im beanspruchten Bereich liegen, well 
hier auch ein Laser verwendet wird. 



Internationales Aktenzeichen 
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Anspruch 26 

Soweit er verstanden werden kann, ist der Gegenstand des 
Anspruchs 26 auch unter Berticksichtigung eines der Doku- 
mente D2-D6 nicht erf inderisch. 

Abhangige Ansprtiche (2-25,27-32) 

Die abhangigen Anspriiche enthalten offenbar keine zu- 
satzlichen Merkmale, die eine erf inderische Tatigkeit 
beinhalten, da sie sich entweder aus dem Gegenstand des 
Anspruchs 1 bzw. 26 ergeben oder sich auf iibliche Kon- 
struktionsverf ahren oder Verwendungen , die der Fachmann 
den Umstanden entsprechend anwenden wiirde, be Ziehen. 
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^^rnationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP95/0 2 344 



VI. Bestiute angefuhrte Unterlagen 



1. Bestimete veroffentlichte Dnterlagen (Regel 70.10) 



Prioritatsdatum 

Annieldenr. Veroffentlichungsdattm Anieldedatum (zu Recht beansprucht) 

Patentnr . ( Tag/Honat/ Jahr ) ( Tag/Honat/ Jahr ) ( Tag/Honat/ Jahr ) 



Dl Proceedings of the National Acadamy of Sciences 

of USA Bd. 91, Nr. 13, 21 Juni 1994, Washington US Sei- 
ten 5740-5747 Eigen et al : Sorting single molecules: 
application to diagnostic and evolutionary biotechnology 

Bei der Prufung standen die Prioritatsdokumente der vor- 
liegenden Anmeldung nicht zur Verfiigung. Dl ist vor dem 
zweiten aber nach dem ersten Prioritatsdatum veroffent- 
licht worden. 

Dl scheint alle Merkmale des Anspruchs 1 bzw. 26 zu of- 
fenbaren - siehe Zusammenf assung , und z.B. Seite 5740, 
ersten beiden Absatze fur die Entnahme von Bestandtei- 

len, und Seite 5741, Mitte "For this purpose " bis 

rechte Spalte " acquisition", bzw. Seite 5742, rechte 

Spalte: "correlated fluctuations... within a time 
interval" ftir die Korrelation mit Ort und Zeit. Dl 
scheint auch sowohl das beanspruchte Elementenvolumen 
als auch das beanspruchte Analysesystem zu offenbaren - 
siehe S.5741, linke Spalte). 

D8 WO-A-94/16313 



2. Nicht-schriftliche Offenbanmg (Regel 70.9) 



Art der nicht-schriftlichen 



Datum der nicht-schriftlichen 
Offenbarung 



Datum der schriftl. Offenbarung, 
die sich auf die nicht-schriftl. 
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Offenbarung (Tag/Honat/Jahr) Offenbarung bezieht (Tag/Honat/Jahr) 
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^^rnationales Aktenzei 

INTERNATIONAI*ER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP9 5/023 44 



VII. Bestiote Mangel der internationalen Anieldung 



Es wurde festqestellt, dafi die Internationale Aneeldung nach Form Oder Inhalt folqende Mangel aufweist: 



Die Erfordernisse der Regel 5.1 (a)(ii) PCT wurden nicht 
er fill It, weil in der Beschreibung die Dokumente D1-D5 
nicht genannt worden sind. 



Fonablatt PCT/IPEA/409 (Blatt 7) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



xWfrnationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02344 



VIII. Bestiute Beierloingen zur intemationalen Anieldung 



Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche in vollem 
Dmfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

Klarheit 

1. Die Formulierung in Anspruch 1 "wobei.... festgelegt 
wird" ist nicht verstandlich. Es ist nicht klar, was fiir 
Merkmale ein solches Signal besitzt/ um Ort undZeit der 
Entnahme festzulegen. Auch wenn man die Beschreibung 
liest, findet man nur minimale Information tiber die Na- 
tur dieses Signals bzw. wie es geschaffen wird. Der Be- 
griff "korrelierendes Signal" ist nicht klar. 

2. Die Formulierung, die mit "inisbesondere" anfangt, hat 
keine einschrankende Wirkung auf den Anspruch. In die- 
ser Hinsicht sind die erwahnten speziellen Analysenge- 
rate nur fakultativ und sollten daher als Gegenstand von 
abhangigen Anspriichen erscheinen. Auch sind die letzen 
zwei Zeilen des Anspruchs sehr vage. Das beanspruchte 
optische Analysensystem, das spezifische Molekiileigen- 
schaften. . .analysieren kann" konnte daher auch ein Mi- 
kroskop Oder ein FluoreszenzmeBsystem sein. 

3. Weil die Formulierung "zur Durchf iihrung. • . " in Anspruch 
26 keine klare einschrankende Wirkung hat, ist der Ge- 
genstand des Vorrichtungsanspruchs nicht auf das Verfah- 
ren gemafl Anspruch 1 beschrankt. Alle Merkmale der Vor- 
richtung, die notwendig sind, um das Verfahren 
durchzuf iihren , muBten aufgezahlt werden. Das MeBvolumen 
ist nicht Teil der Vorrichtung, daher hat die Bezugnahme 
auf eine Dimension dieses Volumens keine einschrankende 
Wirkung. 
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Anspruche 



Verfahren zur Entnahme von einem oder wenigen Bestandteilen 
eines Sytems wie Molekiilen, Molekulkomplexen, Vesikeln, 
Micellen und/oder Zellen, mit einem dazugehorigen Entnah- 
mevolumenelement V, wobei 10"^ > V s 10"-^^ 1, aus einem die 
2U entnehmenden Bestandteile enthaltenen Probevolumen durch 
Transfer des Bestandteiles oder der Bestandteile in eine 
andere Umgebung, wobei Ort und Zeit der Entnahme durch ein 
mit dem zu entnehmenden Bestandteil korrelierendes Signal 
festgelegt werden, welches iiber ein optisches Analysesystem, 
insbesondere auf der Basis der konfokalen Laser-Korrelations- 
spektroskopie oder der Nahf eldspektroskopie, ermittelt wird, 
das spezifische Molekiileigenschaf ten in kleinen Volumenele- 
menten von < 10"-^^ 1 analysieren kann . 

Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS das 
Probevolumen mit der anderen Umgebung in Form einer Aufnah- 
mevorrichtung durch eine Pore einer Kapillare oder Membran- 
wandung verbunden ist, deren engste Offnung D durch 100 /xm 
> D > 0,1 fim gegeben ist. 

Verfahren gemaS Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi mindestens eine Entnahme in ein oder mehreren 
Schritten in ein und dieselbe Auf nahmevorrichtung erfolgt, 
wobei die einzelnen Entnahmevorgange jeweils unabhangig 
voneinander nach Art eines Sammelvorganges erfolgen. 

Verfahren gemail. mindestens einem der. Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Entnahme uber einen gerichte- 
ten Transport des Volumenelementes durch mindestens einen 
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elektrischen Spannungs- oder Feldimpuls erfolgt und/oder 
mechanisch durch mindestens einen. Druckdif f erenzpuls und/oder 
durch mindestens einen Lichtdruckpuls . 

5. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Auf nahmevorrichtung eine 
Kapillare ist, deren Lumen groSer ist als der Durchmesser 

der -Pore- Oder- Kapillarenspit.ze .deren 6f fnung_rnit d_em Probe - 

volumen^ in direktem Kontakt steht . 

6. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , daS die Entnahme gezielt iiber einen 
elektrischen Feldimpuls liber das mindestens einmalige, 
kurzzeitige Anlegen eines elektrischen Feldes zum Zweck einer 
Elektrophorese elektrisch geladener Bestandteile und/oder 
zum Zweck einer Elektroosmose mit gekoppeltem Transport 
elektrisch neutraler Molekiile erfolgt, indem eine Elektrode. 
mit der Losung auf Seiten des Probevolumens elektrisch 
leitend in Kontakt steht und die andere Elektrode auf Seiten 
der Auf nahmevorrichtung elektrisch leitend in Kontakt steht 
mit der Losung und der leitende Kontakt zwischen beiden 
Kompartimenten liber die Pore hergestellt wird. 

7. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Entnahme gezielt iiber einen 
mechanischen Druckimpuls durch mindestens einmalige kurzzei- 
tige Erhohung des Druckes im Volumen auSerhalb des Aufnah- 
mekompartimentes im Vergleich zum Druck innerhalb des Aufnah- 
mekompartimentes entsteht und/oder durch kurzzeitige Druck- 
minderung innerhalb des Auf nahmekompart imentes . 

8. Verfahren gemaS Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS der 
Unterdruckpuls durch ein piezo-gesteuertes Dispensiermodul 
entsteht, dessen Fiillvolumen sich innerhalb des Auf nahmekom- 
part imentes befindet und/oder' dalS der Druckpuls und/oder 
Unterdruckpuls dadurch erfolgt, daS durch vorzugsweise 
Schrittmotor gesteuerte Hubanderung einer gekoppelten Kol- 
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bensprit zenvorrichtung das Volumen der Auf nahmevorrichtung 
vergroSert wird oder das Probevolumen zugunsten der Aufnah- 
mevorrichtung verkleinert wird. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , daiS die GroSe des auf genommenen 
Volumens iiber die Anzahl der dispensierten Tropfen oder der 
Schri t-te - des Schrittmotors gesteuert _w_ird._ 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , dafi das korrelierende Signal den 
Entnahmezeitpunkt triggert, der in dem Moment erfolgt, wenn 
sich das oder die zu entnehmende (n) Partikel mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit innerhalb des Entnahmevolumens befindet oder 
befinden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10 
dadurch gekennzeichnet , daS das MeSvolumen ein Subvolumen 
des Probevolumens ist . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 2 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet , daS die zeitliche und/oder ortsspezi- 
fische Korrelation zwischen einer Analyse des Mefivolumens 
innerhalb des Volumenelementes V und einer Entnahme eines 
gewiinschten Bestandteiles durch Entnahme des Volumenelementes 
V Rechner/Sof tware-gestiit zt vorgenommen wird, wobei sich 
mindestens ein Bestandteil, das im Volumenelement V analy- 
siert wurde , beim Entnahmevorgang im auf genommenen Volumen- 
element V befindet, wobei die Pore der Auf nahmevorrichtung 
mechanisch an das Volumenelement herangef iihrt wird und/oder 
das Volumenelement V oder Bestandteile davon mit vorbestimm- 
ter zeitlicher Korrelation iiber einen Transport im FluS oder 
iiber elektrostat ische oder magnetische Feldgradienten oder 
Bestandteile davon an die Pore des Auf nahmekompart imentes 
zeitlich korreliert transport iert wird und/oder die Analyse 
geometrisch unmittelbar vor der Pore des Auf nahmekompart imen- 
tes erfolgt . 
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13. Verfahren gemafi Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daS das 
MeSvolumen k-leiner als das Volumenelement V ist. 

14. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet , daS die gekoppelten. Analyse- und 
Entnahmevorgange kaskadenf ormig aneinandergereiht werden, 
wobei die auf genommenen Probenvolumina mit oder ohne Verdiin- 
'nungsschritt 'nachf olgend" wiederum- einer -Anal-yse ausgese.tzt _ 
werden und wiederum in angereicherter Form durch eine zweite 
und/oder weitere Entnahmeeinheit nach erfolgter Analyse 
entnommen werden konnen . 

15. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Bestandteile entnommen 
werden, die mit mindestens einem Reagens einen Komplex 
bilden, der spektroskopisch erfaSt werden kann . 

16. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dafi Bestandteile entnommen werden, 
die bislang nicht bezuglich ihrer molekularen Natur bekannt 
sind, Molekiile, Zellen, Vesikel, Molekulkomplexe , die sich 
iiber eine Wechselwirkung mit bekannten Strukturen oder 
Wirkungen wie enzymatische Wirkung oder eine Komplexbildung 
identif izieren lassen . 

17. Verfahren gemaS Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS die 
unbekannten Partikel Pathogene oder Immunogene sind, die 
gezielt entnommen werden, indem Seren von mindestens einem 
Organismus gewonnen werden, wobei mindestens ein Serum (Serum 
1) , aus der Phase einer akuten Infektion durch ein auch 
bislang nicht identif iziertes (unbekanntes ) Pathogen oder 
Immunogen gewonnen wird und mindestens ein Serum (Serum 2) 
aus demselben oder mindestens einem' weiteren Organismus mit 
gleicher oder homologer Infektion aus der Phase der chronis- 
chen Infektion gewonnen wird, wobei das auch unbekannte 
Pathogen oder Immunogen aus Serum 1 mit mittelbar oder 
unmittelbar f luoreszenz -markierten Antikorpern aus Serum 2 
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zur mefibaren Komplexbildung gebracht wird. 

18. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 16 bis 17 
dadurch gekennzeichnet , dafi iiber Kreuzkorrelat ion die gleich- 
zeitige Bindung von Liganden mit unterschiedlichen Fluores- 
zenzsignalen, z. B. markierte Antikorper aus unterschied- 
lichen Organismen, bestimmt wird. 



19. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 16 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Markierung der Antikorper 
unmittelbar iiber mindestens eine Reaktion mit kopplungsf ahi- 
gen Farbstoffen oder mittelbar durch Reaktion mit Farbstoff- 
markierten , Ant ikorper-Bindedomanen , insbe sonde re Protein 
A-Derivaten oder Protein G-Derivaten erf olgt . 

20. Verfahren gemaS mindestens einen der Anspriiche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daS die auch unbekannten Partikel 
an sich bekannte Mikroorganismen , oder Vesikel sind, wobei 
als Merkmal spezifische Wechselwirkungen oder enzymatische 
Aktivitaten mit f luoreszenz -markierten Zielmolekiilen zu 
oberf lachen-exprimierten oder cytosolisch-exprimierten 
Strukturelementen natiirlicher oder genetisch rekombinierter 
Proteine oder Peptide detektiert werden. 

21. Verfahren gemaS mindestens einem . der Anspriiche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daS das MeSvolumen sich aus parallel 
ausgeleuchteten UntermeSvolumina zusammenset zt , wobei die 
gleichzeitige Ausleuchtung mehrerer MeSvolumina durch minde- 
stens eine Strahlenquelle fiir elektromagnet ische Strahlung 
durch Verwendung mindestens eines holographischen Gitters 
erf olgt . 

22. Verfahren gemaS Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Registrierung von Fluoreszenzsignalen aus mindestens einem 
Mei^volumen durch konfokale Abbildung durch Verwendung einer 
Mehrzahl konfokaler Lochblenden in Objektebene oder Einkop- 
plung der Signale in Lichtleiter in der Objektebene oder 
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durch Multiarraydetektoren in Objektebene erf olgt . 

23. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 21 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet , daS zur Durchfiihrung parallelisierter 
Messungen an mindestens zwei MeSvolumina bei der Signal - 
registrierung in Objektebene mindestens zwei Mefivolumina 
gemeinsam oder in Gruppen zusammengef aSt auf mindestens ein 

- - - - - Detektorelement eines photonenregistrierenden Mefisystems 
konfokal abgebildet werden. 

24. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet , daS zur Erfassung f luoreszierender 
Molekule in sehr niedriger Konzentration das Probevolumen 
vor der eigentlichen Messung und Entnahme mindestens eines 
Bestandteiles einem Scanning-Prozefi unterworfen wird, wobei 
die Zeit zur Erfassung eines gesuchten Teilchens verkurzt 
wird, indem die Raumkoordinaten des MeSvolumens relativ zu 
den Raumkoordinaten des Probevolumens zeitlich diskontinuier- 
lich Oder kont inuierlich variiert werden. 

25. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet , daS das Zeitintervall 6t fiir die 
Messung eines oder mehrerer Volumenelemente mit def inierten 
Raumkoordinaten vor einer Erfassung eines gesuchten Molekuls 
iiber sein Fluoreszenz -MeSsignal kiirzer ist als die durch- 
schnittliche Auf enthalt sdauer des gesuchten Molekuls inner- 
halb eines MeSvolumens . 

26. Vorrichtung mit einer eine Pore aufweisenden Auf nahmevorrich- 
tung und einer Mefivorrichtung zur Ausleuchtung und/oder 
Messung eines MeSvolumens durch elektromagnetische Strahlung 
zur Durchfiihrung des Verf ahrens gemafi mindestens einem der 
Anspruche 2 bis 25, dadurch gekennzeichnet , 'dafi die Pore der 
Auf nahmevorrichtung dicht an das MeSvolumen, welches kleiner 
als lO"-*-^ l,ist, heranfiihrbar ist und die Auf nahmevorrichtung 
mit einer mechanisch, optisch oder elektrisch steuerbaren 
Entnahmevorichtung verbunden ist. 
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27. Vorrichtung gemaS Anspruch 26, bestehend aus einer Anordnung 
eines geschlossenen oder offenen Behaltnisses zur Aufnahme 
eines Probevolumens und mindestens einer Verbindung zu 
mindestens einem zweiten Volumenelement , daS mit dem Probevo- 
lumen durch eine Offnung in direktem Kontakt uber eine 
flilissige Phase steht , wobei die Offnung dem MeSvolumen 
vorzugsweise raumlich unmittelbar benachbart ist . 

28. Verwendung des Verf ahrens gemaS mindestens einem der Anspru-" 
che 1 bis 27, zur praparativen Gewinnung nicht identif izier- 
ter Pathogene, Immunogene oder .Organismen, die Teile eines 

( Genoms funktional exprimieren. 

29. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 25 zur Herstellung genetischer Sonden zur Auf- 
f indung/Detektion/Klonierung funktionaler Elemente eines 
Gesamtgenoms und/oder davon abgeleiteter Diagnostika und/oder 
Therapeutika . 

30. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 25, zur Analyse und praparativen Gewinnung kernhal- 
tiger foetaler Zellen aus miitterlichem Blut . 

31. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 25, zur Detektion und praparativen Gewinnung 
mindestens eines spezifischen Gens eines Mikroorganismus , 
dessen mindestens ein Genprodukt auf der inneren oder aufieren 
Zellmembran oder Virushiille prasentiert ist. 

32. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 25, zur Funktionsbestimmung von Genprodukten defi- 
nierter Gensegmente . 
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